/ Postverlagsort Berlin 


- ARCH: 


MIKROBIOLOGIE 


BEGRUNDET VON 
J. BEHRENS F.BOAS A, RIPPEL 


HERAUSGEGEBEN VON 


H.L,JENSEN C.B.VAN NIEL R, NILSSON 
LYNGBY PACIFIC GROVE UPPSALA 


G.PIEKARSKI - E.G.PRINGSHEIM W.H.SCHOPFER 
BONN GOTTINGEN vorm. CAMBRIDGE BERN 


H. TAMIYA T. WIKEN 
TOKIO DELFT 


UND DEN SCHRIFTLEITERN 


A. RIPPEL-BALDES R. HARDER 


GOTTINGEN GOTTINGEN 


32. BAND - 4. (SCHLUSS-)HEFT 


MIT 63 TEXTABBILDUNGEN 
(ABGESCHLOSSEN AM 24, MARZ 1959) 


fer: SPRINGER-VERLAG 
GR | BERLIN-GOTTINGEN:-HEIDELBERG 
Ar 25 1959 


| Arch. 
Mikrobiol. 


Prof. Dr. R. Nilsson, Uppsala 7/Schweden, Kungl. Lantbrukshégskolan, Mikrobiologisk 


- Prof. Dr. H. Tamiya, Tokio/Japan, 41, Mejiro-Machi 4th St., The Tokuwaga Institute for 


'Prof. Dr. 7. Wikén, Delft/Holland, Julianalaan 67 A, Laboratorium voor Microbiologie 


ene aa i>: Ree Moe eMe Senta ek | 
uy Archiy fiir Mikrobiologie, 
Zeitschrift fiir die Erforschung der pflanzlichen Mikroorganismen. Beerineas 1930. von 


PA 


J. Behrens, F. Boas, A. Rippel. Berlin, Springer rss ie el | 


Das ,, Archiv tir Mikrobiologie steht Originalarbeiten und Sammelreferaten aus dem Gesamt- 
gebiet der pflanzlichen Mikroorganismen offen. Arbeiten, die nur praktischen Zwecken diene 
scheiden aus, wahrend im iibrigen alle wissenschaftlichen Fragen aus ,reinen’ und ,,an- 
gewandten“ Gebieten beriicksichtigt werden. 4 
Das ,,Archiv‘‘ erscheint nach MaBgabe des eingehenden Materials. Der Preis des Bandes 
betragt DM 96,—. ‘ x 
Der Autor erhalt einen Unkostenersatz von DM 20,— fiir den 16seitigen Druckbogen, jedo 
im Héchstfalle DM 30,— fiir eine Arbeit. Sammelreferate werden mit DM 40,— fiir den Druck- 
bogen honoriert. er: 
Es wird ausdriicklich darauf aufmerksam gemacht, daB mit der Annahme des Manuskriptes und: 
seiner Verdffentlichung durch den Verlag das ausschlieBliche Verlagsrecht fir alle Sprache 
und Lander an den Verlag iibergeht. Grundsatzlich diirfen nur Arbeiten eingereicht werden, die 
vorher weder im Inland noch im Ausland veréffentlicht worden sind, und die auch nachtraglich 
nicht anderweitig zu verdffentlichen der Autor sich verpflichtet. ¢ 
Es ist ferner ohne ausdriickliche Genehmigung des Verlages nicht gestattet, photographis 
Vervielfaltigungen, Mikrofilme, Mikrophotos u. 4. von den Zeitschriftenheften, von einzelner 
Beitrigen oder von Teilen daraus herzustellen. or ; 
Die Mitarbeiter erhalten von ihren Arbeiten 75 Sonderdrucke unentgeltlich. 5 year. 
Manuskripte erbeten an: " i, ; , 
Prof. Dr. H. L. Jensen, Lyngby/Danemark, Statens Planteavls-Laboratorium, Bakteriologisk 
Afdeling, ; 
Prof. Dr. C. B. van Niel, California/USA, Pacific Grove, Stanford University, Hopkins Marine 
Station, 


— 


> J 


Institutionen, 
Prof. Dr. G. Piekarski, Bonn/Rh., Venusberg, Hygienisches Institut, medizinisch-parasito 
logische Abteilung, der Universitat, ae 
Prof. Dr. £.G. Pringsheim, Gottingen, Nikolausbergerweg 18, Pflanzenphysiologisches Institut, 
Prof. Dr. W. H. Schopfer, Bern/Schweiz, Botanisches Institut der Universitat, 


Biological Research, 


Teschnische Hogeschool 
oder an die Schrifileitung: 
Prof. Dr. A. Rippel-Baldes, Gottingen, AlbrechtstraBe 6, 
Prof. Dr. k. Harder, Géttingen, Pflanzenphysiologisches Institut, Untere Karspiile 2 
Springer-Verlag | 
Berlin - Géttingen - Heidelberg 


32.Band | Inhaltsverzeichnis 4. (SchluB-)Hef 
Binnina, E., und Inensore GossEx, Erginzende Versuche iiber die phototaktischen Aktions- Seite 
spektren von Euglena. Mit 2 Textabbildungen .... . eS aaNg hoh GA Se peg 3 


Wau.ic, H., Properdin-System und Antikérperbildung. II. Der Serum-Properdinspiegel von 
Kaninchen wahrend der Immunisierung mit Salmonella typhosa. Mit 3 Textabbildungen 32 
TROLLDENtER, G.,Polyploidie und Knéllchenbildung bei Leguminosen.Mit 11 Textabbildungen | 
RosEmBera@, J. A., Qualche ricerca intorno a Pichia fermentans Lodder. Con 1 figura nel testo 3 
Lerrpatp, G. F., The Time-Scale of Mitosisinthe Euglenineae ..... . Vee 


GILLissEn, G., und E. Heusgt, Der EinfluB von Antibiotica auf die Uberlebensrate von Mikro- — 


SF 3, Fis At Me), Tee 


6) Fe os rer. UL OWNS arises opel eee 


Prin@sHEm, KE. G., Kleine Mitteilungen iiber Flagellaten und Algen. V. Gonium quadratum 


Ce ee er Oo Ce he: . CE ser 6.) Cie Soe aes, ee Cm 


\rchiy fiir Mikrobiologie, Bd. 32, 8. 319—321 (1959) 


(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Tiibingen) 


Erginzende Versuche tiber 
die phototaktischen Aktionsspektren von Euglena 


Von 
ERWIN BUNNING und INGEBORG GOSSEL 


Mit 2 Textabbildungen 
(Hingegangen am 4. Oktober 1958) 
Tn einer kiirzlich erschienenen Arbeit berichtet HaALLDAL tiber Aktions- 
spektren der Phototaxis einiger Algen. Bei den untersuchten Volvocales 


war der Bereich um 493 mu am wirksamsten, ein schwacher Nebengipfel 
- trat bei 435 my auf. Fir die Phototaxis der Ulva-Gameten war dieser 


relative Wirksamkelt 


Woo. 420. ¥40 + +¥60 480 500 520 


Abb. 1. Aktionsspektren der positiven Phototaxis von Euglena gracilis (nach BUNNING u. SCHNEIDER- 

HOHN, ausgezogene Kurve) sowie von Dunaliella (nach HALLDAL, gestrichelte Kurve). Hinsichtlich 

der absoluten Hohe der Empfindlichkeit ftir die einzelnen Wellenlingen sind die beiden Kurven nicht 
miteinander vergleichbar 


540 my 560 


Nebengipfel ebenfalls nachweisbar, das Hauptmaximum lag hier bei 

485 mu. 

Diese Aktionsspektren sind recht ahnlich den von uns (BUNNING u. 
ScHNEIDERHOHN 1956) fiir Huglena festgestellten. Wir fanden das 
Hauptmaximum bei etwa 495 my, ein Nebenmaximum bei ungefahr 
425 mu (Abb. 1). 

Abweichend sind die Ergebnisse Hanipats (1958) fiir die negative 
Phototaxis; er fand naémlich bei seinen Objekten keinen Unterschied 
gegeniiber dem Aktionsspektrum der positiven Phototaxis, wahrend 
wir eine deutliche Verschiedenheit gemessen hatten. Inzwischen haben 
wir hierzu noch einige Ergebnisse erzielt, die uns gerade im Hinblick 
auf diese Verschiedenheit mitteilenswert erscheinen. 
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Wir haben friiher die (schon alte und von verschiedenen Autoren 
begriindete) Annahme vertreten und naher begriindet, daB die eigentlich 
wirksame, d. h. zu einer photochemischen Reaktion fiithrende Strahlungs- 
absorption im Photoreceptor erfolgt und der Augenfleck nur als Organ 
zur Verdunklung des Photoreceptors dient. Dieser Auffassung stimmt 
auch HALLpAL zu. Wir haben nun weiter die Ansicht begriindet, daB im 
Aktionsspektrum der negativen Phototaxis das Absorptionsspektrum 


relative Wirksamke/t 
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Abb.2. Aktionsspektren der negativen Phototaxis von Euglena gracilis unter verschiedenen Be- 
dingungen. Die einzelnen Kurven sind auch hier hinsichtlich der absoluten Héhe der Empfindlichkeit 
nicht miteinander vergleichbar. Beriicksichtigt sind: 1 Messung fiir die Normalform (chlorophyll- 
haltig, nach BUNNING u. SCHNEIDERHOHN), 2 liingere Zeit an Licht adaptierte Zellen der Normalform 
(der zusadtzliche, nicht in die Kurve einbezogene Wert in der Nahe von 480 my ergibt sich bei der 
Beriticksichtigung einer zweifelhaften Messung), 3 Form ohne Chlorophyll, mit Augenfleck (nachGOssEL) 


der entscheidenden Substanz im Photoreceptor reiner zum Ausdruck 
kommt als im Aktionsspektrum der positiven Phototaxis. In dieser 
Ansicht hat uns nicht nur das unterschiedliche Reaktionsverhalten bei 
positiven und negativen Bewegungen bestirkt (Binnina u. Tazawa 
1957), sondern auch die Aktionsspektren chlorophylifreier oder gar 
augenfleckfreier Euglenen (G6ssEL 1957). Bei der Untersuchung dieser 
nichtgriinen Formen zeigte sich naimlich ein sehr ausgepragtes Maximum 
bei 410 my und eine noch viel geringere relative Wirksamkeit der ubrigen 
Bereiche als bei der negativen Phototaxis griiner und augenfleckfiihren- 
der Euglenen. Der Gipfel um 410 mu war fir die negative Phototaxis 
der gritnen Form seinerzeit nicht gefunden worden; diese Wellenlange 
hatten wir auch gar nicht gepriift, weil sie uns damals nicht beachtens- 
wert erschien. 

Jene Ergebnisse iiber die Aktionsspektren der farblosen Form mit 
oder ohne Augenfleck lieBen es uns aber wiinschenswert erscheinen, 


ee ee nin, 


ee 


Versuche tiber die phototaktischen Aktionsspektren von Euglena 321 


den Bereich um 410 my auch noch fiir die negative Phototaxis griiner 
Formen zu prifen, um das friiher mitgeteilte Aktionsspektrum ergaénzen 
zu k6nnen. 

Die Methodik glich der unserer fritheren Mitteilungen (BUNNING u. 
SCHNEIDERHOHN 1956, GossEL 1957). Benutzt wurde die Normalform 
von Huglena gracilis, mit der wir ebenfalls frither gearbeitet hatten. 

Bei dieser Untersuchung ergab sich nun, daB der Gipfel um 410 mu 
bei der negativen Phototaxis tatsadchlich eintreten kann, jedoch nur 
dann, wenn die Euglenen vorher 6—12 Std im Dunkeln gestanden 
hatten. Die Werte sind ahnlich den in Abb. 2 eingetragenen fiir die farb- 
losen Euglenen mit Augenfleck. Hatten die Euglenen aber vorher Licht 
bekommen (650—800 Lux, mindestens 2 Std lang), so ergab sich ein 
ganz anderes Aktionsspektrum der negativen Phototaxis. Die maximale 
Wirksamkeit zeigte sich bei 467 mu, ein Nebengipfel bei 425 my (Abb. 2). 

Eine Deutung wiirde voreilig sein, jedoch darf man wohl sagen, daB 
sich das Aktionsspektrum fiir die negative Phototaxis der griinen Form 
je nach der Vorbehandlung entweder dem der negativen Phototaxis 
farbloser Formen (mit oder ohne Augenfleck) oder dem der positiven 
Phototaxis griiner Formen nahert. 

Im iibrigen sei auf die ausfiihrliche Diskussion bei Haupt (1958) ver- 
wiesen. 


Zusammenfassung 


Das Aktionsspektrum fiir die negative Phototaxis von Euglena gracilis 
ist unterschiedlich, je nachdem, ob die Zellen an Dunkelheit oder an 
Licht adaptiert waren. 

Dunkeladaptierte Zellen zeigen ein Maximum bei 410 my; licht- 
adaptierte haben ein Maximum bei 467 my, einen schwacheren Neben- 
gipfel bei 425 mu. 
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(Aus der Staatlichen Anstalt fiir experimentelle Therapie ,,Paul-Ehrlich-Institut“ 
und dem Chemotherapeutischen Forschungsinstitut ,,Georg-Speyer-Haus™, 
Frankfurt a. M.) 


Properdin-System und Antikérperbildung 
II. Der Serum-Properdinspiegel von Kaninehen wahrend 
der Immunisierung mit Salmonella typhosa* 

Von 
H. WAHLIG 


Mit 3 Textabbildungen 
(Eingegangen am 16. Oktober 1958) 


In der 1. Mitteilung (WAnHLIG 1959) wurde iiber Versuche berichtet, 
bei denen die Veranderungen des Serumproperdin-Spiegels von Ka- 
ninchen im Verlaufe von Immunisierungen mit Mycobacterium tuber- 
culosis verfolgt und gleichzeitig spezifische Antikérperbestimmungen 
und papierelektrophoretische Analysen der Immunsera durchgefiihrt 
wurden. Bei diesen Untersuchungen handelte es sich um einen ersten 
Beitrag zur Klarung des Problems einer etwaigen Korrelation des 
Properdin-Spiegels mit der Antikérperbildung, wobei neben der Frage, 
ob Anderungen im Properdingehalt des Serums immunisierter Tiere mit 
der Antik6rperbildung in Zusammenhang gebracht werden k6énnen, 
auch der EinfluB8 des Inmunisierungsmodus auf die Properdinbewegungen 
gepriift werden sollte. Zu diesem Zweck wurde der Properdin-Spiegel 
der Versuchstiere wahrend der Immunisierung mit Tuberkelbakterien 
und iiber einen langeren Zeitraum danach beobachtet. 

Die gleiche Fragestellung und methodische Ausfiihrung liegt den im 
vorliegenden Bericht beschriebenen Untersuchungen zugrunde; jedoch 
wurde fiir die Immunisierungsversuche ein Keim der Salmonellagruppe 
(Salm. typhosa Vi 41) verwendet, dessen Fahigkeit, bei Kaninchen Anti- 
k6rper zu induzieren, bekannt war. 


Material und Methoden 


1. Tiermaterial: 2—3 kg schwere Kaninchen, die in zwei, beziiglich Fiitterung 
und Haltung véllig gleichen Bedingungen unterworfenen Serien (zu je 11 Tieren) 
gesetzt wurden. 

2. Als Antigen dienten mit Formol abgetétete Typhusbakterien (Salm. typhosa 
Vi41) aus Rinderbouillonkultur, die zweimal mit physiologischer Kochsalzlésung 


gewaschen und in diesem Medium in der Dichte der Originalkultur suspendiert 
waren. 


* Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
durchgefiihrt. 
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3. Immunisierungsmodus: Jedes Tier erhielt in zweitagigen Abstanden ins- 
gesamt 6 intravenése Injektionen zu je 1 ml (= 6 ml). In jeder Serie wurden jeweils 
8 Tiere immunisiert; 3 Tiere blieben unbehandelt als Kontrollen. 

4. Blutentnahmen: Zur Kontrolle der Antikérperbildung bzw. der Bewegungen 
des Serum-Properdin-Spiegels wahrend des Immunisierungsprozesses wurden 
Blutproben anfangs (5 Tage lang) taglich, spater in gréBer werdenden Abstainden 
aus der Ohrvene entnommen. 

5. Properdin-Nachweis: Die Bestimmung des Properdin-Gehaltes der 
Testsera wurde nach der von McNatx (1957) angegebenen, in einigen Punkten 
modifizierten Technik des Properdin-Nachweises in biologischen Fliissigkeiten 
ausgefiihrt, deren methodische Hinzelheiten in der 1. Mitteilung aufgefiihrt sind. 

6. Antikérpertiter: Die Bestimmung der gegen die Typhusbakterien ge- 
bildeten Antikérper erfolgte durch Objekttrager-Agglutination der homologen 
Keime durch die in geometrischer Reihe (Faktor 2) verdiinnten Immunsera. Fiir 
die Bewertung der Agglutination wurde folgendes Schema zugrunde gelegt: 


Agglutination sofort beim Einreiben: +E $ 
Ageglutination nach 1maligem Umschwenken: +++ 
Agglutination nach 10maligem Umschwenken: ++ 
Agglutination noch innerhalb von 2 min: + 


Die Berechnung der geometrischen Mitteltiter aus den mit +++-+ bis 0 be- 
werteten Stufen der Serumverdiinnungsreihen wurde mittels der von SPEARMAN 
1908 (spater von WirTH 1912, 1940 bzw. KArper 1931) angegebenen Methode unter 
Verwendung der Logarithmen (GappuM 1933, v. D. WAERDEN 1940, Spaun 1956) 
durchgefiihrt?. 


Versuchsergebnisse 
A. Properdin-Spiegel wihrend des Immunisierungsprozesses 


Die graphische Darstellung der Mittelwerte der aus dem Serum anti- 
kérperbildender Kaninchen errechneten Properdineinheiten (PE) in 
Abhangigkeit von der Dauer des Versuches (Abb.1, 2) 1aBt erkennen, 
daB nach einem geringfiigigen Properdinanstieg sofort nach begonnener 
Antigenapplikation die Properdinwerte am dritten Tage nach Im- 
munisierungsbeginn ein Minimum erreichen und dann bis zu einem 
Maximum zwischen dem neunten und elften Tag stark ansteigen. Der 
Properdin-Spiegel geht anschlieBend langsam wieder zuruck und nahert 
sich den Ausgangswerten. 

Da aus technischen Griinden jede Serie nur aus 11 Tieren bestehen 
konnte (8 Tiere zur Immunisierung und 3 unbehandelte Tiere als Kon- 
trollen), wurden die sich entsprechenden Properdin-Werte aus beiden 
Serien jeweils gemittelt. Dabei ist darauf hinzuweisen, daB die beiden 
Versuchsserien zwar nicht zeitlich, aber methodisch vollig analog durch- 
gefiihrt wurden. Da fir die Properdin-Bestimmung einer Serie die 
gleiche, fiir jede Serie aber eine andere Charge RP- und R3-Sera 


1 Dabei wird unterstellt, daB ++ dem 50°/,-(Mittel-)wert entspricht, was fiir 
die visuelle Beurteilung diffusen Bakterienwachstums (HELMERT, AUHAGEN Uu. 
Tum 1956) und von Hamolysehemmungs-Prozenten (HpyMann, [nM u. TEN Doorn- 
KAAT 1957) nicht zutrifft und fiir das vorliegende System noch ungeklart ist. 
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Abb.2. Properdin-Spiegel (PE) der immunisierten 
Tiere sowie der Kontrolltiere und Antikérpertiter 
wihrend des Immunisierungsprozesses. Serie 2 
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Abb. 3. Properdin-Mittelwerte (PE) aus Serie 1 
und 2 wihrend des Immunisierungsprozesses 


H. WaHLIG: 


verwendet wurde, lassen sich die 
absoluten PE-Werte nicht direkt 
miteinander vergleichen. So kann 
auch die Kurve der Mittelwerte 
aus Serie 1 und 2 (Abb.3) nur 


in ihrem Verlauf einem Vergleich | 


dienen, nicht aber beziiglich der 
absoluten Werte. Diese Dar- 
stellung der Mittelwerte von 
16 Tieren zeigt jedoch deutlich 
den (wenn auch geringen) An- 
stieg und Abfall der Properdin- 
Werte zu Beginn der Immuni- 
sierung, das Maximum am Ende 
der Antigenverabreichung und 
den allmahlichen Riickgang des 
Properdin-Spiegels zum  Aus- 
gangswert. In Abb.2 sind die 
Properdin-Mittelwerte der drei 
unbehandelten Kontrolltiere von 
Serie 2 dargestellt. Die Kurve 
la8t erkennen, daB trotz der 
geringen Tierzahl die Schwan- 
kungen des Serum-Properdin- 
gehaltes wihrend der Versuchs- 
dauer gering sind. Die Kontrollen 
zu Serie 1 zeigen die gleichen 
geringen Schwankungen. 


B. Antikérperbildung 
Im Gegensatz zum Properdin- 


Spiegel, der zu Beginn der 
Antigengaben nur wenig an- 
steigt und nochmals  abfallt, 


ehe er sich seinem Maximum 
nahert, setzt bei der Anti- 
korperbildung am zweiten Tage 
nach Immunisierungsbeginn in 
beiden Serien ein steiler Titer- 
anstieg ein, der, wenn auch 
langsam schwacher werdend, bis 
zum Versuchsende anhalt (vgl. 
Abb. 1, 2). 
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Beurteilung der Ergebnisse 

Im Verlaufe des beschriebenen Immunisierungsprozesses kommt es 
zu zwei deutlichen Erhdhungen der Serumproperdinwerte, die ein 
Properdinminimum einschlieBen. Dabei ist der erste Properdinanstieg 
unmittelbar nach Immunisierungsbeginn gering, wahrend das zweite 
Maximum des Properdin-Spiegels in beiden Serien auf rund 120°/, des 
Ausgangswertes ansteigt. 

Die beiden Properdinkurven (vgl. Abb.1u.2) verlaufen weitgehend 
gleichartig. Eine geringe zeitliche Verschiebung tritt nur bei den Maxima 
auf: bei Serie 1 ist das erste Maximum um einen Tag und das zweite 
Maximum um zwei Tage gegeniiber Serie 2 verschoben. 

Auch die Kurven fiir den Antikérpertiter laufen vollig konform, 
wenn auch bei Serie 2 der Titer hinter dem von Serie 1 zuriickbleibt. 
Eine mit Hilfe der angewendeten Methode erfaBbare Antikérperbildung 
setzt bereits zur Zeit des Properdin-Minimums ein; der starkste Anstieg 
des Antikérpertiters fallt etwa mit dem Properdin-Maximum zusammen, 
jedoch halt die Antikérperbildung noch an, wenn das Properdin bereits 
wieder abgesunken ist. 

Diese Befunde zeigen im Vergleich mit den Ergebnissen der vollig 
analog durchgefiihrten Immunisierungsversuche mit Tuberkelbakterien 
(siche WaHLIG 1959) gewisse Unterschiede, die unter Umstanden mit 
der verschiedenartigen Natur der verwendeten Antigene in Zusammen- 
hang gebracht werden kénnen. Vor allem in dem deutlich ausgepragten 
Minimum am Anfang des Immunisierungsprozesses und dem spaten 
Auftreten des Maximums gegen Ende der Immunisierung liegt der 
Unterschied zwischen den mit Salm. typhosa und den frither mit 
Tuberkelbakterien durchgefiihrten Versuchen. Trotzdem ist die Kurve 
der zweiten Tuberkelbakterien-Serie (siehe Wantic 1959, Abb.2) in 
ihrem Verlauf den ,,Typhuskurven“ sehr ahnlich. 

Bei den beiden Typhusserien scheint auf Grund des antigenen Reizes 
sofort eine Properdinausschiittung zu erfolgen, wobei vielleicht gewisse 
Reserven mobilisiert werden. Die weitere Uberschwemmung des Or- 
ganismus mit Antigen fihrt dazu, daB das Properdin weitgehend an die 
Keime adsorbiert wird und ein gewisses Properdin-Defizit entsteht. 
Diese Adsorption ist bei gramnegativen Enterobakterien bekannt; sie 
konnte durch die kiirzlich wiedergegebenen Versuche auch fiir Tuberkel- 
bakterien nachgewiesen werden. Méglicherweise ist die Adsorption an 
Typhusbakterien jedoch stirker als an Tuberkelbakterien, so daB die 
Properdinreserven schlagartig erschopft werden. 

Erst nach einer gewissen Anlaufzeit setzt unter der fortdauernden 
Antigenzufuhr eine erhéhte Properdin-Produktion ein, die zu dem 
deutlichen zweiten Maximum fihrt. Gleichzeitig mit der Properdin- 
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zunahme steigt auch der Antikérperspiegel stark an. Dieser hat am Ende 
des Versuchs etwa seinen Hichstwert erreicht, wahrend der Properdin- 
titer wieder abgesunken ist. 


Das vorliegende Ergebnis der Untersuchungen ist also ein erneuter 
Beweis fiir die bereits in der ersten Abhandlung geaduBerte Auffassung, 
da® der Properdin-Titer einerseits und die Antikérperbildung bzw. die 
sich ausbildende Immunitdt andererseits nicht in unmittelbarer Be- 
ziehung zueinander stehen. 


Die in der Literatur beschriebenen bakteriellen Einfliisse auf das 
Properdin-System wurden bereits in der 1. Mitteilung (WAHLIG 1959) 
ausfiihrlich diskutiert, so daB sich eine weitere Erérterung in diesem 
Zusammenhang eribrigt. 


Auf eine Tatsache soll zum SchluB noch aufmerksam gemacht werden: 
Die angewandte Methode des Properdinnachweises erlaubt in der bei 
den vorliegenden Versuchen durchgefiihrten Form eine sehr gute 
Reproduzierbarkeit von Properdinbestimmungen. Die methodisch 
bedingten Schwankungen konnten so niedrig gehalten werden, da 
trotz Uberlagerung durch die individuellen Schwankungen der Tiere 
sehr gute Kontrollwerte erhalten wurden, was fiir die Bewertung dieser 
von zahlreichen endogenen und exogenen Faktoren beeinfluBten Unter- 
suchungen von grofer Wichtigkeit ist. Auf Grund der guten Uberein- 
stimmung der Einzelwerte in beiden Serien, die sich nicht nur bei den 
Properdinwerten, sondern auch in dem vdéllig analogen Verlauf der 
Antik6érpertiter zeigt, war es méglich, die Properdinwerte aller Versuchs- 
tiere bei der Auswertung zusammenzufassen. Die hieraus resultierende 
graphische Darstellung (Abb.3) lat die charakteristischen Bewegungen 
des Serumproperdinspiegels waihrend des Immunisierungsprozesses noch 
deutlicher werden. 


Zusammenfassung 


Im Verlaufe von Immunisierungsversuchen mit Salmonella typhosa 
(Stamm Vi 47) wurden die Zusammenhinge zwischen Properdin- 
System und Antikérperbildung an Kaninchen untersucht. Die erhaltenen 
Ergebnisse bestatigen die bereits bei Untersuchungen mit Tuberkel- 
bakterien erhobenen Befunde und lassen erkennen, daB der Properdin- 


titer und die Antikérperbildung nicht in unmittelbarer Beziehung zu- 
einander stehen. 


Wahrend des Immunisierungsprozesses treten zwei deutliche Er- 
héhungen der Serum-Properdinwerte auf, die ein Properdin-Minimum 
einschlieBen. Die Kurve fallt jedoch nach relativ kurzer Zeit auf die 
Ausgangswerte zuriick. 
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Die Antikérperbildung setzt sofort nach Immunisierungsbeginn ein 
und weist einen steilen Titeranstieg auf. 


Die zur Durchfiihrung des Properdin-Nachweises angewendete Me- 


thode ermoéglicht eine sehr gute Reproduzierbarkeit der Properdin- 
bestimmungen. 
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Polyploidie und Kn6llchenbildung bei Leguminosen * 


Von 
G. TROLLDENIER 


Mit 11 Textabbildungen 


(Hingegangen am 9. Oktober 1958) 


Die Chromosomenverhialtnisse der Leguminosenknéllechen wurden 
1938 zum ersten Male von WiprF u. CooPErR an Rotklee, Wicke und Erbse 
untersucht. 


Wahrend die Wurzelspitzen diploid sind, finden sich in den Kndllchen diploide 
und tetraploide Kernteilungsfiguren. Der zentrale Teil des Knéllchens besteht aus 
tetraploiden Zellen und wird von diploiden Rindenzellen umgeben. Wenig spater 
teilte Wiper (1939) ahnliche Ergebnisse von 31 Leguminosenarten der Gattungen 
Lathyrus, Medicago, Melilotus, Pisum, Trifolium und Vicia mit. Von einigen Arten 
wurden auch kiinstlich erzeugte polyploide Pflanzen untersucht. Bei diesen fand 


sich in den Kndllchenzellen ebenfalls die doppelte Chromosomenzahl gegeniiber den 


Wurzelspitzen. 

Wrer u. Cooper (1940) untersuchten Leguminosenwurzeln auf das Vorkommen 
tetraploider Zellen und versuchten zu klaren, ob solche Zellen mit der Entstehung 
des Knélchens verbunden sind. Sie beobachteten gelegentliche tetraploide Tei- 
lungsfiguren in ungeimpften Wurzeln von Pisum sativum, Lathyrus latifolius, 
L. odoratus, Vicia villosa und Lespedeza tomentosa. Die tetraploiden Zellen er- 
schienen im Rindenparenchym in der Region, in der sich die Wurzelhaare bilden. 
Spontan auftretende Mitosen fanden sich gewéhnlich in Zellen, die der Endodermis 
benachbart waren oder gelegentlich in den auBeren Schichten des Parenchyms nahe 
der Bildungsstiatte von Seitenwurzeln. 


Wier u. Cooper glaubten, daB solche ,,disomatischen‘‘ Zellen als 
Ergebnis einer Fusion von zwei Zellkernen entstanden seien. Im Hin- 
blick auf die Ergebnisse der Endomitoseforschung mu jedoch an- 
genommen werden, dal} die Chromosomenverdopplung durch Endo- 
mitose zustande gekommen ist (GEITLER 1953). In den letzten Jahren 
wurde das Vorkommen von Endomitose in mehreren Pflanzenfamilien, 
auch bei den Leguminosen, nachgewiesen (vgl. GEITLER 1953). 


Bei den meisten Leguminosen geht die Knéllchenbildung von Zellen des Rinden- 
parenchyms aus. Da in Wurzelquerschnitten in der Nahe der Stellen, wo Infektions- 


— 


schlauche der Rhizobien eine Knéllchenstimulierung verursachen, immer ein oder 


* Auszug aus der gleichlautenden Dissertation der Fakultaét fiir Landbau der 
Technischen Universitat Berlin. 
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mehrere Mitosen ,,disomatischer“ Zellen auftraten, glaubten Wipr u. CoopEr die 
Polyploidie des Knéllcheninneren auf polyploide Zellen der Wurzelrinde zuriick- 
fiihren zu kénnen. Sie beobachteten ferner viele Infektionsschlauche, die keine 
Kniéllchenbildung bedingten, obwohl sie mehrere Rindenzellschichten durchquert 
hatten. In diesen Fallen fanden sich keine ,,disomatischen“ Zellen. Es wird jedoch 


nicht mitgeteilt, ob diploide Mitosen in der Nahe dieser blinden Infektionsfaden 
auftraten. 


Daraus schlossen WipF u. CoopEr, eine Knéllchenbildung erfolge nur, 
wenn ein Infektionsschlauch auf eine Zelle einer héheren polyploiden 
Stufe trafe. Diese Folgerung ist jedoch nicht stichhaltig. Wie sie selber 
berichten und wie auch von anderer Seite (vgl. D’Amato 1952) fest- 
gestellt wurde, koénnen durch den Reiz, den das Durchbrechen einer 
Seitenwurzel hervorruft, in den umgebenden Zellschichten Mitosen aus- 
gelést werden. Diese sind gelegentlich polyploid. Ahnlich wie das Durch- 
brechen einer Seitenwurzel mu8 ein entstehendes Kndéllchen auf das 
umgebende Gewebe wirken. Ob aber die Zellen, von denen aus die 
Knédllchenbildung erfolgt, auch einer hoheren Polyploidiestufe angehoren, 
kann daraus nicht geschlossen werden. 


Ein anderer Umstand stiitzt aber die Annahme von WIPF u. COOPER: 
Verglichen mit der Zahl der infizierten Wurzelhaare, durch die in den 
meisten Fallen die Infektion der Wurzel erfolgt, ist die Zahl der an der 
Pflanze gebildeten Knéllchen sehr klein. THornron (1929) fand bei 
Luzerne an acht Tage alten Samlingen in 2°/), bei etwas alteren in 4°/, 
der Wurzelhaare Infektionsschlauche. In anderen Versuchen waren 1°/, 
der Wurzelhaare infiziert (THORNTON 1936). Nach unserer Auffassung 
kénnte das MifSverhaltnis zwischen erfolgten Infektionen und tat- 
saichlich gebildeten Kndllchen mit der relativ geringen Zahl polyploider 
Zellen, die nur von einem kleinen Teil der Infektionsfiden getroffen 
werden, in Beziehung gebracht werden. 


Weiterhin verfolgten wir in entsprechender Richtung liegende Ge- 
dankengiinge, wie sie BonniEr (1954) angestellt hat. Geldnge es, experi- 
mentell die Zahl polyploider Zellen in der Wurzel zu erhéhen, so miiBte 
auch die Knéllchenzahl steigen, falls das Vorhandensein einer oder 
mehrerer tetraploider Zellen, umgeben von diploiden, Voraussetzung 
und begrenzender Faktor der Knéllchenentstehung sein sollte. 


Eine Erhéhung des Anteils polyploider Zellen in der Wurzel ist durch 
Colchicin méglich. Wie OstERGREN (1944) ausfiihrt, bewirken bestimmte 
Verdiinnungen von Colchicin das Auftreten von normalen Mitosen und 
Colchicinmitosen, wodurch ein Mischgewebe entsteht. 

Wir untersuchten deshalb, um die Annahme von WIPE u. COOPER zu 
prifen, den Kinflu8 von Colchicin auf die Knéllchenbildung. Dabei 
wurde auch eine histologische und cytologische Durchmusterung der 
Wurzeln und Knélichen vorgenommen. 
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Bereits Bonnier (1954) beschreibt die Wirkung von Colchicin auf die 
Kndllchenbildung von Medicago sativa und Trifolium pratense. An den 
steril in Schriagagarrdhrchen kultivierten Samlingen trat bei einer 
bestimmten Colchicinkonzentration eine Vermehrung der Knédllchen- 
bildung ein. Es fehlte jedoch eine histologische und cytologische Kon- 
trolle. Die Ergebnisse weichen auch in mancher Hinsicht von den hier 
beschriebenen ab, so daB an anderer Stelle auf diese Versuche naher 
eingegangen werden soll. 

Die hdhere Polyploidiestufe des Knéllcheninneren gegeniiber der 
Wurzelspitze kénnte noch anderweitig als durch im Rindenparenchym 
vorhandene polyploide Zellen bedingt sein, wie folgende Uberlegungen 
zeigen. 

Seit langem ist bekannt, daB die Knollchen eine hohe Wuchsstoff- 
aktivitat besitzen (THIMANN 1936, Link u. Ecacrers 1940) und daB 
Rhizobien bei Vorhandensein von Tryptophan im Nahrmedium zur 
Bildung von f-Indolylessigsdiure befahigt sind (LINK 1937, CHEN 1938, 
GEORGI u. BEGUIN 1939). 

Durch BrapDLEY u. CRANE (1955) wurde erneut die Frage aktuell, ob Wuchs- 
stoffe Polyploidie verursachen, was im Hinblick auf den hohen Wuchsstoffgehalt 
der Kndéllchen von Bedeutung sein kénnte. Bis dahin schien die polyploidisierende 
Wirkung von Wuchsstoffen endgiiltig verneint werden zu miissen, nachdem die 
diesbeziiglichen Versuche von LEVAN (1939), GREENLEAF (1937) und DERMEN (1941) 
anders gedeutet wurden. In einer Reihe von Arbeiten (ausfiihrliche Diskussion bei 
D'Amato 1952) wurde bewiesen, dai die Wuchsstoffbehandlung lediglich die 
karyologische Situation offenbart und nicht selber Polyploidie verursacht. BRADLEY 
u. CRANE teilten jedoch einen Fall mit, in dem durch Wuchsstoffbehandlung bei 


Aprikosenfriichten Endomitose ausgelést werden konnte (vgl. auch TSCHERMAK- 
Woess 1956). 


Wenn Wuchsstoffeinwirkung in bestimmter Konzentration zu Endo- 
mitose fiihren sollte, wie oben angenommen wird, ware es denkbar, daB 
die Rhizobien durch die nachgewiesene Wuchsstoffbildung eine Endo- 
polyploidie veranlassen, worauf dann die Bildung des Knéllchens 
beginnen kénnte. Hieriiber sollen Versuche Aufschlu8 geben, bei denen, 
ahnlich wie mit Colchicin, der Einflu8 verschiedener Konzentrationen 
von /-Indolylessigsiure und 2,4-Dichlorphenoxyessigsdiure auf das 
Konsortium untersucht werden soll. 

Endlich ware eine dritte Erklarung fiir die héhere Polyploidiestufe 
des Kndéllcheninneren denkbar. 


CAVALLI-SFORZA, PETRELLA u. GERRA (1955) untersuchten die Wirkung von 
Kulturfiltraten von Erdorganismen aus den Klassen der Schizomycetes, Phycomy- 
cetes, Ascomycetes und der Fungi imperfecti auf den Mitoseverlauf in Zwiebel- 
wurzeln. Nach verschiedenen Zeiten konnten polyploide Mitosen beobachtet 
werden. Von den Autoren wird darauf hingewiesen, daB die colchicinahnlich wir- 
kenden Stoffwechselprodukte von Bodenorganismen mdglicherweise die spontan 
auftretende Polyploidisierung in Pflanzenwurzeln verursachen kénnte. Ob allerdings 
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im Erdboden die dazu notwendigen Konzentrationen dieser Stoffe erreicht werden, 
bleibt dahingestellt. 


Ks ist somit zu untersuchen, ob Rhizobien oder deren Stoffwechsel- 
produkte eine colchicindhnliche Wirkung hervorrufen konnen. Ware 
dieses der Fall, so kénnte die Verdoppelung des Chromosomensatzes in 
den inneren Zellen des Knollchens durch die Tatigkeit der Bakterien 
bewirkt werden. 

Im folgenden sollen die erérterten Hypothesen gepriift werden, um 
zu entscheiden, welche unter ihnen zur Erklarung der Verdoppelung des 
Chromosomensatzes herangezogen werden kann: 1. Geht die Knéllchen- 
bildung von vorhandenen Zellen mit einer hdheren Polyploidiestufe 
aus? 2. Ist die Wuchsstoffbildung der Rhizobien fiir die Polyploidie des 
Kndllcheninneren verantwortlich? 3. Erzeugen die Knollchenbakterien 
colchicinahnlich wirkende Stoffwechselprodukte, die die Polyploidie 
verursachen ? 

Material und Methoden 


Die Versuche wurden mit diploidem Rotklee (Trifoliwm pratense), tetraploidem 
Rotklee — Weibulls R28 —, diploidem Schwedenklee (7'.hybridum), tetraploidem 
Schwedenklee und diploider Serradella (Ornithopus sativus) durchgefiihrt. Fir die 
Laborversuche erfolgte die Kultur der verwendeten Pflanzenarten in Glasrohrcehen 
(Durchmesser 1,3 cm, Lange 15 cm), die zu 2/3 ihrer Hohe, so weit wurde die Nahr- 
lésung eingefiillt, in geeignete Papphiillen eingesenkt wurden. Diese Anordnung 
schiitzte die Wurzeln weitgehend vor Licht. Die Samen wurden in Petrischalen auf 
FlieBpapier zum Keimen gebracht und die Samlinge nach zwei bis vier Tagen mit 
Garnschlingen in die Réhrchen gehangt. Die Offnung wurde mit Aluminiumfolie ver- 
deckt. Die Abnahme der Nahrlésung durch Verdunstung betrug wahrend der 
Versuchsdauer héchstens 15°/,. Die bei Zimmertemperatur kultivierten Pflanzen 
erhielten taglich 16 Std zusatzliche Beleuchtung mit 40 Watt/2000 Im HNI- und 
HNT-Leuchtstoffrohren (Osram). Je Quadratmeter kamen sechs Leuchtstoff- 
rdhren. Die Entfernung von den Pflanzen betrug etwa 30cm. Da die Knéllchen- 
bildung durch mineralischen Stickstoff unterdriickt wird, diente eine Stickstoff- 
mangellésung nach CRONE-MERKENSCHLAGER (aus Scuropp 1951), im folgenden 
als Standardnahrlésung bezeichnet, als Nahrmedium: K,SO, 0,5 g/l; Ca,(PO,), 
0,25 g/l; CaSO, -2H,0 0,5 g/l; MgSO, - 7H,0 0,5 g/l; Fes(PO,). 0,5 g/l; sowie als 
Spurenelementzusatz auf 101 5 mg Na,B,O, und 30 mg MnSQ,. Fiir Reinkulturen 
von Knéllchenbakterien wurde ein Nahrmedium, angefiihrt bei FRED, BALDWIN u. 
McCoy (1932), verwendet: Mannit 10,0 g; K,HPO, 0,5 g; MgSO, 0,4 g; NaCl 0,1 g; 
CaCO, 3,0 g; Hefewasser (px 6,8) 50,0 ml; aufgefiillt auf 1000 ml mit Aqua dest. 
Die Colchicinversuche wurden mit Colchicinum puriss. cryst. (E. Merck, Darm- 
stadt) ausgefiihrt. Fiir die Wuchsstoffversuche wurde (-Indolylessigséure, rein 
(Merck) und 2,4-Dichlorphenoxyessigsiure (Dr. Theodor Schuchardt, Miinchen) 
verwendet. 

Die Chromosomenuntersuchung wurde in Quetschpraparaten nach Fixierung 
in Alkohol-Eisessig und Farbung mit Karminessigséure vorgenommen. AuBerdem 
fertigten wir nach Fixierung in Nawaschinschem Gemisch (24 Std) und Einbettung 
in Paraffin 20 « dicke Schnitte von Wurzeln und Kndllchen an, die mit EHisen- 
hamatoxylin nach HerpEnuatn gefarbt wurden. 

Die statistische Sicherung der Versuchsergebnisse erfolgte mit Hilfe der Varianz- 
analyse. Die Tabellenwerte und Formeln wurden aus WEBER (1956) entnommen. 
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Ergebnisse 
I. Versuche mit Colchicin 
1. Diploider Rotklee 
a) Wuchs bei verschiedenen Colchicinkonzentrationen 
Drei Tage nach der Aussaat auf FlieBpapier kamen Rotkleesamlinge, 
je 15 fiir jede Versuchsserie, in die Standardnahrlésung mit einer be- 
stimmten Colchicinkonzentration, die mit einer Rhizobien-Aufschwem- 


mung beimpft wurde. Die gepriiften Konzentrationen und den Verlauf | 
der Kndéllchenbildung gibt Abb. 1 wieder. 
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Abb.1. Knéllchenbildung an diploidem Rotklee in Niihrlésung bei verschiedenen 
Colchicinkonzentrationen (je 15 Pflanzen) 


Habitus der Pflanzen bei Versuchsende: Die durch die Colchicin- 
einwirkung bedingten Veranderungen der Kndéllchen und ibrigen 
Pflanzenteile sollen im folgenden naher beschrieben werden, da unsere 
Beobachtungen von denen Bonners (1954) abweichen und daher zu 
~ anderen SchluBfolgerungen fiihren. 

Von 0,0—8,5 mg/l Colchicin hatten die Pflanzen in ihren oberirdischen 
Teilen das gleiche Aussehen. AuBer zwei Pflanzen, die bei 8,5 mg/l viele 
kleine Knéllchen aufwiesen, fanden sich beziiglich der Bildung der 
Wurzeln und Kndllchen zwischen den Pflanzen keine Unterschiede. 

Bei 10 mg/l blieb ein Teil der Pflanzen in seiner Laubentwicklung im 
Vergleich zu den vorher beschriebenen zuriick. Gerade diese Pflanzen 
zeigten mehr, aber kleinere Knéllchen. Die stark schwankenden 


1 
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Kndllchenzahlen dieser Versuchsreihe lassen darauf schlieBen, daB die 
Colchicinkonzentration in den einzelnen Réhrchen entweder verschieden 
schnell abnahm oder die Pflanzen bei bestimmten Konzentrationen 
individuell verschieden reagierten. 

Kine deutlich schwachere Entwicklung zeigten die Pflanzen bei 12 mg/l 
Colchicin. Die Kndéllchen blieben klein, entstanden aber bedeutend 
zahlreicher. 

Bei 15 mg/l war der Wuchs stark gestaucht und die Wurzelausbildung 
gehemmt. Die kleinen Knéllchen, trotz ihrer groBen Zahl, banden wahr- 
scheinlich nur ungeniigend Stickstoff. Méglicherweise wurde durch die 
gesteigerte Knéllchenbildung das Gleichgewicht der Symbiose zugunsten 
der Bakterien gestort. 
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Abb.2. Kndéllchenzahlen und Trockensubstanzgehalt von diploidem Rotklee bei verschiedenen 
Colchicinkonzentrationen, 50 Tage nach der Aussaat (je 28 Pflanzen). 


Knd6éllchenzahl ; Trockensubstanz ——— 


Noch mehr im Wachstum gehemmt waren die Pflanzen bei 20 mg/I. 
Die Wurzeln waren zum gréBten Teil an der Spitze geschwollen und 
nicht weitergewachsen. Gebildete Seitenwurzeln blieben kurz und waren 
ebenfalls geschwollen. Wo die Wurzeln tiber die Schwellung hinaus- 
wuchsen, hatten sich an diesen perlschnurartig kleine Knéllchen gebildet. 
An den iibrigen Pflanzen konnten sich nur wenige Kndéllchen oberhalb 
der geschwollenen Wurzelspitzen bilden. 

Nach Versuchsende in die Réhrchen gebrachte Samlinge lieBen nur 
bei 20 mg/l Anfangskonzentration C-Mitosen erkennen. Daraus ist zu 
ersehen, daB die Colchicinkonzentrationen im Verlauf des Versuches 
abnahmen, vermutlich teils durch Aufnahme der Pflanzen, teils durch 
mikrobielle Inaktivierung. 

Wie der Versuch ergab, wird bei bestimmten Colchicinkonzentrationen 
zwar die Knéllchenzahl betrachtlich vermehrt, das Wachstum der 
Pflanzen aber nicht gefordert. Um diese Beobachtung mit Zahlenwerten 
zu belegen, wurden in einem weiteren Versuch Trockensubstanzbestim- 
mungen yvorgenommen. Jede Versuchsreihe umfaBte 28 Pflanzen. Es 
wurden folgende Colchicinkonzentrationen angewendet: 7,5, 10, 15 und 
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20 mg/l Colchicin. Abb.2, in der Knéllchenzahlen und Trockensubstanz- 
gehalt eingezeichnet sind, laBt erkennen, daB bis zu einer Konzentration 
von 10 mg/l die Kndéllchenzahl steigt, wahrend die Trockensubstanz 
abnimmt. Bei den hdheren Colchicinkonzentrationen (15 und 20 mg/l) 
wird neben einer weiteren Verminderung der Trockensubstanz auch die — 
Knéllchenbildung gehemmt. Bei 7,5 mg/l Colchicin lag eine Konzen- 
tration vor, die keine Beeintrachtigung der Wurzelausbildung bewirkte. 
Zwar hatten sich kurz nach dem Einbringen in die R6hrchen C-Tumoren 
gebildet, die Wurzeln trieben aber weiter, so daB keine Hemmung der 
Wurzelausbildung sichtbar war. Die gegeniiber den Kontrollpflanzen 
gesteigerte Knéllchenzahl vermochte keine Wachstumsforderung zu 
bewirken. Die vermehrten, aber kleineren Knéllchen waren augen- 
scheinlich weniger wirksam als die gréBeren, aber in geringerer Zahl vor- 
handenen Kndéllchen der Kontrollpflanzen. 


b) Histologische Befunde der mit Colchicin behandelten Wurzeln 
und Kndéllchen 
Es wurde histologisch der Einflu8 des Colchicins auf Wurzeln und 
Kndllchen an Hand von 20 w starken, mit Eisenhématoxylin nach 
HEIDENHAIN gefarbten Schnitten untersucht. 


Abb. 3. Querschnitt durch eine unbehandelte Abb.4. Querschnitt durch eine mit 20 mg/l Col- 
Wurzel von Trifolium pratense chicin behandelte Wurzel von Trifolium pratense 


Der histologische Befund der Querschnitte der in colchicinhaltiger Nahr- 
losung gewachsenenWurzeln weicht stark von dem derjenigenauscolchicin- — 
freier Nahrlosung ab. Abb.3 stellt einen Querschnitt durch eine normale 
altere Wurzel dar. Die Zellen des Rindenparenchyms umgeben gleich- 
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mafig den Zentralzylinder und 
sind von etwa gleicher GroBe. 
Abb. 4 zeigt einen Querschnitt 
durch eine jiingere Wurzel aus 
colchicinhaltiger Nahrlésung 
(20mg/l). Die Zellen des Rinden- 
parenchyms sind in der einen 
Halfte um vieles gréBer als in 
der anderen. Es ist anzunehmen, 
da diese polyploid sind. Einen 
Querschnitt durch eine altere 
colchicinbeeinfluBte Wurzel 
(15 mg/l) zeigt Abb.5. Die 
Zellgr6Ben in der Rinde sind 
sehr unterschiedlich. Im Rinden- 
parenchym ist Meristemtatig- 
keit zu beobachten. In den 
groBen Zellen, die den Meristem- 
zellenanliegen,sind Bakteroiden 
sichtbar. Offenbar liegt hier der 


Abb. 6. Querschnitt durch ein normales 
Knilichen einer unbehandelten Pflanze von 
Bakteroiden 
dicht gefiillte Zellen, R Rindenzellen des 
Knollchens, Z Zentralzylinder der Wurzel — 
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Abb. 5. Querschnitt durch eine mit 15 mg/l 
Colchicin behandelte Wurzel von Trifolium pratense 
mit Meristem (1) eines entstehenden Kndéllchens. 
In den anschlieBenden groBen Zellen befinden 
sich Bakteroiden (B). Z Zentralzylinder 
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Abb.7. Querschnitt durch ein Knélichen einer mit 

15 mg/1 Colchicin behandelten Wurzel von Trifolium 

pratense. B mit Bakteroiden dicht gefiillte Zellen, 

R Rindenzellen des Kndllchens, P stark 

vergroBerte, augenscheinlich polyploide Zellen. 
Z Zentralzylinder 
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Beginn einer Knéllchenentstehung vor. Entlang der ganzen Wurzel sind 
diese rudimentaren Knéllchen zu finden, die sich nicht weiter ausbilden 
und nur Erhebungen auf der Wurzeloberfliche sind. Ein Vergleich mit 
Abb.31a8t darauf schlieBen, daB das Rindenparenchym aus verschiedenen 
Polyploidiestufen besteht. Die in normalen Wurzeln nur geringe Zahl 
polyploider Zellen scheint hier betriichtlich erhéht. In Abb.7 ist zu sehen, 
wie die Knéllchenbildung von polyploiden Zellen ausgeht. Der Quer- 
schnitt stammt von einer Pflanze, die in einer 15 mg/l Colchicin ent- 
haltenden Nahrlésung gewachsen war. Die grofen, augenscheinlich 
polyploiden Zellen grenzen an den Zentralzylinder. An diese Zellen 
schlieBt das Knéllchen an. Die Zellen mit dunklem Inhalt sind dicht 
gefillt mit Bakteroiden. Als Vergleich stellt Abb.6 einen Querschnitt 
durch ein Knéllchen einer Kontrollpflanze dar. 


2. Tetraploider Rotklee 
Analog den Versuchen mit diploidem wurde auch bei tetraploidem 
Rotklee der Einflu8 verschiedener Colchicinkonzentrationen auf die 
Kndélichenbildung untersucht. Zwei Tage nach dem Einhangen wurden 
die Wurzelspitzen einiger zur Kontrolle mit in die Réhrchen gebrachten 


400 si &/7 Tage 


29 Tage 


Ng NS 
SS 8 
1 al 


Knollchenzah! 


> 
g 


Q0 50 75 700 720 150 


240 
mg/l Colehicin 


Abb.8. Knéllchenbildung an tetraploidem Rotklee in Nihrlésung bei verschiedenen 
Colchicinkonzentrationen (je 15 Pflanzen) 


Samlinge cytologisch durch Farbung mit Karminessigsaéure in Quetsch- 
praparaten untersucht. Von 10 mg/l Colchicin ab waren in den Wurzel- 
spitzen verklumpte C-Mitosen zu sehen. Entweder waren alle Mitosen 
in der durchmusterten Wurzelspitze verklumpt, oder es waren neben 
diesen auch normale tetraploide Mitosen zu beobachten. Der Verlauf 
der Knéllchenbildung ist aus Abb.8 zu ersehen. 

Habitus der Pflanzen bei Versuchsende: Die Pflanzen der Ver- 
suchsreihen von 0,0—7,5 mg/l Colchicin lieBen untereinander keine 
Unterschiede in ihrer Entwicklung, der Zahl und dem Aussehen ihrer 
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Kndllichen erkennen. Bei 10 und 12 mg/l hatten die meisten Pflanzen 
mittelgroBe Knollchen, die in groBer Zahl entstanden. Bei 15 mg/l] waren 
die Wurzeln zum Teil geschwollen und nicht weitergewachsen. Die 
Blattentwicklung blieb zuriick, und die Pflanzen zeigten deutlich 
Nahrungsmangel infolge der schlechten oder véllig verhinderten Aus- 
bildung der Wurzeln. Die Schwellung der Wurzeln bei 20 mg/l war noch 
starker. Knéllchen konnten sich daher bei vielen Pflanzen nur oberhalb 
dieser bilden, wenn sie nicht titberhaupt fehlten. An einer Pflanze hatte 
sich oberhalb der geschwollenen Wurzelspitze eine Seitenwurzel gebildet, 
an der Knéllchen perlschnurartig aneinandergereiht waren. 


3. Diploider Schwedenklee 
Es wurden die in Abb.9 verzeichneten Konzentrationen angewendet. 
Der Ansatz der colchicinhaltigen Nahrlosung erfolgte wie bei den vorher- 
gehenden Versuchen. Die Réhrchen beimpften wir mit der auch in den 
friiheren Versuchen verwendeten Rhizobium trifolii-Aufschwemmung. 
Abb.9 veranschaulicht das Versuchsergebnis. 
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Abb.9. Kndllchenbildung an diploidem Schwedenklee in Nihrlésung bei verschiedenen 
Colchicinkonzentrationen (je 15 Pflanzen) 
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Habitus der Pflanzen bei Versuchsende: Die Pflanzen der Ver- 
suchsreihen von 0,0—7,5 mg/l Colchicin zeigten in ihrer Entwicklung 
keine Unterschiede. Bei 10 und 12 mg/l waren die Pflanzen mit der 
groBten Knélichenzahl im Wuchs gedrungener. Die Blatter waren klein 
und etwas heller. Deutlich schwacher entwickelt erschienen die Pflanzen 
der Versuchsreihe mit 15 mg/l, die die héchste Knéllchenzahl aufwies. 
Die Kndllchen blieben klein und bildeten sich an Haupt- und Neben- 
wurzeln oft dicht hintereinander. Bei 20 mg/l war die Entwicklung der 
Pflanzen noch schwacher. Die Pflanzen fingen teilweise an abzusterben. 
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Die Primarwurzel war bei vielen an der Spitze geschwollen. Dariiber 
entstanden Seitenwurzeln, die perlschnurartig mit kleinen, oft nur 
angedeuteten Knéllchen besetzt waren und nicht alle erfaBt werden 
konnten. 

4. Tetraploider Schwedenklee 


Der Versuch mit tetraploidem Schwedenklee konnte wegen der 


geringen Menge des zur Verfiigung stehenden Saatgutes, ferner wegen 
der schlechten Keimkraft und Keimfaihigkeit nur mit vier Versuchs- 
gliedern durchgefiihrt werden. Das Ergebnis zeigt Abb. 10. Die geringen 
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Abb.10. Kndéllchenbildung an tetraploidem Schwedenklee in Nihrlésung bei verschiedenen 
Colchicinkonzentrationen (je 15 Pflanzen) 


Unterschiede der Knollchenzahlen haben ihre Ursache wahrscheinlich in 
der schlechten Anfangsentwicklung der Pflanzen. Die Unterschiede 
konnten mit Hilfe der Varianzanalyse nicht gesichert werden. Immerhin 
zeigt der Vergleich der Knéllchenzahlen, daB an einzelnen Pflanzen der 
colchicinbehandelten Versuchsreihen Kndéllchenzahlen auftraten, die 
bei den Kontrollpflanzen nicht gefunden wurden. 


d. Diploide Serradella 


Wie Testversuche ergaben, wirkt Colchicin bei Serradella erst in 
hdheren Konzentrationen als bei den verwendeten Kleearten auf die 
Mitose ein. Ks wurden daher die in Abb. 11 aufgefiihrten Konzentrationen 
gewahlt. Die Impfung der Nahrlésung erfolgte mit einer Rhizobien- 
Aufschwemmung aus zerquetschten Kndéllchen von diploider Serradella. 
Vier Tage nach der Aussaat wurden die Keimlinge in die Réhrchen 
gehaingt. Nach weiteren zwei Tagen wurden Wurzelspitzen zusatzlich 
in die Réhrchen gebrachter Saémlinge auf das Vorkommen von C-Mitosen 
untersucht. Nur bei 60 und 65 mg/l Colchicin waren in den Wurzel- 
spitzen neben normalen auch verklumpte Mitosen zu bemerken. Die 
Knéllchenzunahme zeigt Abb. 11. 

Habitus der Pflanzen bei Versuchsende: Bis zu 30 mg/l waren 
hinsichtlich der Laubentwicklung keine Unterschiede festzustellen. Auch 
bei 40 mg/l ahnelten die meisten Pflanzen den Kontrollexemplaren. Bei 
42,5 mg/l war die Laubentwicklung um ein geringes schwicher, Wahrend 
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die vorhergehenden Versuchsreihen groBe Knéllchen hatten, waren bei 
diesen mehr kleinere zu bemerken. 

Von 40 mg/l ab hatte das Colchicin einen sichtbaren Einflu8 auf das 
Wurzelwachstum. Die Halfte der Pflanzen zeigte bei dieser Konzen- 
trationsstufe C-Tumoren. Bei der ersten Zahlung nach 14 Tagen wurden 
noch keine Schwellungen bemerkt. Sie traten erst nach insgesamt 
21 Tagen auf und unterschieden sich deutlich von denen der fiir die 
Versuche verwendeten Kleearten. Bei jenen waren sie schon nach zwei 
Tagen deutlich sichtbar. Bei der Serradella wuchsen die Wurzeln fast 
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Abb.11. Kndéllchenbildung an diploider Serradella in Naihrlésung bei verschiedenen 
Colchicinkonzentrationen (je 10 Pflanzen) 


bis zum Boden der Réhrchen, ehe sich C-Tumoren bildeten. Der 
Habitus der C-Tumoren war auch von dem derjenigen bei T'rifoliwm 
verschieden. Die Wurzeln verdickten sich allmahlich bis nahe zur 
Wurzelspitze hin. Diese verdickten Wurzelteile erinnerten auBerlich 
an kohlherniebefallene junge Cruciferenpflanzen. Die Seitenwurzeln 
schwollen hingegen kurz nach dem Austrieb an. Bei einigen Pflanzen 
wechselten verdickte und normale Wurzelstrecken ab. Aufer einigen 
normalen groBen Knéllchen waren an den Pflanzen viele kleine zu 
bemerken. Die Pflanzen mit hdherer Knéllchenzahl hatten hellere 
Blatter. Inr Wuchs war gestauchter als der der iibrigen. 

Bei 50 mg/I waren die C-Tumoren starker ausgebildet und die Wurzeln 
zum Teil nicht weitergewachsen. Auch hier fanden sich neben einigen 
normal groBen viele kleine Knéllchen. 

Von 60 mg/l ab konnte das Anschwellen der Wurzelspitze schon bei 
der ersten Auszihlung festgestellt werden. Die Wurzeln blieben kurz und 
wuchsen nicht weiter. Auch das Hypokotyl in der Nahe der Keimblatter 
war bei einigen verdickt. Die Blatter bildeten sich dann nur kiimmerlich 
aus. Die starksten C-Tumoren der Wurzeln wurden in der 65 mg/l 
Anfangskonzentration enthaltenden Nahrldsung gefunden. Bei vielen 
Pflanzen war das Hypokotyl geschwollen und die Blattentwicklung sehr 
verkimmert. 
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II. EinfluB von Rhizobien und deren Stoffwechselprodukten 
auf die Zellteilung 


Um zu erfahren, ob Knéllchenbakterien oder ihre Stoffwechsel- 
produkte C-mitotische Wirkungen auslésen, wurde folgender Versuch 
unternommen : 


Réhrchen wurden mit 15 ml des fliissigen Nahrmediums fiir Rhizobien nach 
Frep, BALDWIN u. McCoy (1932) gefiillt. Nach zweimaligem Sterilisieren im Dampf- 
topf, je 30 min an zwei aufeinanderfolgenden Tagen, wurden die Rohrchen mit 
einer Reinkultur von Rhizobium trifolit angeimpft. Die Sterilisation der Samen- 
oberflache des verwendeten diploiden Rotklees wurde folgendermaBen durch- 
gefiihrt: Nach 15 sec langem Eintauchen in 96°/,igem Alkohol kamen die Samen 
6 min in 0,2°/,iges Sublimat und wurden anschlieBend 8mal in sterilem Wasser 
gewaschen (nach BonntkR, variiert). Die Aussaat erfolgte in Petrischalen, die vorher — 
samt FlieBpapier trocken sterilisiert waren (2 Std bei 160° C). Die 2 Tage alten Sam- 
linge wurden an sterilen Garnschlingen in die Réhrchen eingehangt. Zur Kontrolle 
wurden Samlinge auch in das sterile, ungeimpfte Nahrmedium gebracht. 

Das Wurzelwachstum war in der sterilen Nahrlésung besser als in den 
Rhizobienkulturen. Die laufende cytologische Untersuchung erfolgte 
taglich, vom zweiten bis zum fiinften Tage, an je 5 mit Karminessigsaure 
gefarbten Wurzelspitzen in Quetschpraparaten. Von den Kontroll- 
pflanzen wurden am zweiten und fiinften Tage je 5 Wurzelspitzen unter- 
sucht. Da mit dieser Methode die Kernspindel nicht gefarbt wird, wurden 
_ die Mitosen lediglich auf die Chromosomenzahl und das Auftreten ver- 
klumpter Mitosen hin untersucht. In allen Wurzelspitzen fanden sich 
nur normale diploide Mitosen. Eine Chromosomenverdoppelung durch 
Rhizobienstoffwechselprodukte konnte bei den untersuchten Pflanzen 
nicht festgestellt werden. 


III. EinfluB verschiedener Wuchsstoffkonzentrationen 
auf die Knéllchenbildung von diploidem Rotklee 


Als letztes blieb noch zu priifen, ob Wuchsstoffe fiir die Polyploidie 
des Knéllcheninneren verantwortlich sind. 


1, 2,4-Dichlorphenoxyessigsiure 


Junge Samlinge wurden in die Standardnihrlésung mit 2,4-D-Kon- 
zentrationen von 0,1 y/l bis 10 mg/l gebracht. Bis zu 0,5 y/1 war die 
Wurzelausbildung normal, bei den dariiberliegenden gepriiften Kon- 
zentrationen erfolgte eine Beeintrachtigung des Wurzelwachstums. Bei 
keiner Versuchsreihe trat eine Steigerung der Knéllchenbildung ein, wie 
sie bei den Colchicinversuchen zu beobachten war. 


2. B-Indolylessigséure 


Es wurden Konzentrationen von 0,1 y/l bis 100 mg/l gepriift. Auch 
hier trat keine vermehrte Kndéllchenbildung ein. 
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Diskussion 

Der Vergleich der Ergebnisse von Saémlingen unter Einwirkung von 
Colchicin, von Rhizobienstoffwechselprodukten und von Wuchsstoffen 
laBt eine klare Entscheidung zu. 

Rhizobienstoffwechselprodukte bewirken weder Colchicin- noch poly- 
ploide Mitosen. Somit ist es unwahrscheinlich, daB die Polyploidie des 
Kndéllcheninneren durch die Wirkung infizierender Rhizobien ausgelost 
wird. 

Wie die Wuchsstoffversuche ergaben, ist die eingangs von uns in 
Betracht gezogene Méglichkeit der endomitotischen Polyploidisierung 
durch die im Schrifttum angegebene Wuchsstoffbildung der Rhizobien 
gegenstandslos geworden. Offensichtlich erfolgte durch die Wuchsstoff- 
behandlung keine Vermehrung der endomitotisch entstandenen poly- 
ploiden Zellen. Im umgekehrten Falle waren sicher bei der einen oder 
anderen Wuchsstoffkonzentration die Knéllchenzahlen, wie etwa bei 
der Colchicineinwirkung, erhdht worden. BrapLEY u. CRANE (1955) 
erwiigen allerdings, da gegebenenfalls Endomitoseauslésung nur in 
solchen Zellkernen erfolgt, in denen schon natiirlicherweise eine Endo- 
mitose vonstatten gegangen ist. Das von ihnen untersuchte Mesokarp 
der Aprikosenfriichte enthalt auch in den unbehandelten Kontroll- 
friichten keine 2n-Kerne. Durch die Wuchsstoffbehandlung vergroferte 
sich jedoch der Anteil der héheren Polyploidiestufen. Die von BRADLEY 
u. CRANE gemachte Hinschrénkung kénnte das Ergebnis der Wuchs- 
stoffversuche erklaren. In den Zellschichten, von denen die Knodllchen- 
bildung ausgeht, scheint nur ein geringer Teil der Zellkerne Endomitose 
einzugehen. Wenn die der Nahrlésung zugefiigten Wuchsstoffe nur auf 
diese Zellkerne endopolyploidisierend wirken kénnen, wiirde sich das 
natiiliche Verhiltnis, wie im Falle des diploiden Rotklees, von diploiden 
zu polyploiden Zellen nicht verandert haben. Die Knéllchenbildung 
hatte daher nicht gesteigert werden konnen. 

Die Entstehung eines Kndéllchens hangt, wie die Colchicinversuche 
bewiesen, von dem Vorhandensein polyploider Zellen ab. Damit konnte 
die Annahme von WrrF u. Cooper bestatigt werden. Es muB ein Ge- 
fille von Zellen unterschiedlicher Polyploidiestufen bestehen. Normaler- 
weise ist die Zahl der endomitotisch entstandenen polyploiden Zellen, 
wie Kontrolluntersuchungen bei diploidem Rotklee zeigten, sehr klein. 
Quetschpraparate von Wurzeln junger Samlinge, die 4 Tage mit 20 mg/l 
2,4-D behandelt und anschlieBend mit Karminessigsaure gefarbt wurden, 
lieBen lings des am Zentralzylinder entstehenden Meristems nur sehr 
vereinzelt tetraploide Mitosen erkennen. Wenn auch mit der angewen- 
deten Methode nicht alle polyploiden Mitosen erfaBt werden konnten, 
so war trotzdem zu erkennen, da die Zahl dieser Zellen sehr niedrig 
sein mug. Durch bestimmte Colchicinkonzentrationen gelang es nun, 
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die Zahl polyploider Zellen zu erhéhen, also ein Mischgewebe von Zellen 
verschiedener Polyploidiestufen zu erzeugen. Die abgebildeten Wurzel- 
querschnitte zeigen Zellen sehr unterschiedlicher GréBe im Rinden- 
parenchym der colchicinbehandelten Pflanzen. Mit groSer Wahrschein- 
lichkeit ist anzunehmen, daB die Zellen mit dem stark vergréBerten 
Volumen polyploid sind. Der Bereich der Colchicinkonzentrationen, der 
eine nur teilweise Polyploidisierung bewirkt, ist sehr eng. Er liegt fir 
Rotklee (diploid und tetraploid), Schwedenklee (diploid und _ tetra- 
ploid) und Gelbklee (diploid und tetraploid)! zwischen 7,5 und 12 mg/l. 
Bei Serradella treten bei diesen Konzentrationen noch keine Colchicin- 
mitosen auf, sie sind erst zwischen 42,5 und 50 mg/l zu finden. Zum 
Vergleich sei angefiihrt, daB bei Alliwm cepa nach 4 Std Behandlung 
die Schwelle bei 50—100 mg/l liegt (Levan 1938). NEBEL u. RUTTLE 
(nach Levan 1938) geben den Schwellenwert bei T'radescantia dicht 
tiber_40 mg/l an. Es bestehen also zwischen den verschiedenen Gat- 
tungen Unterschiede. 

Mit steigender Colchicinkonzentration nimmt die Zahl polyploider 
Zellen zu. Entsprechend erhéht sich auch die Knollchenzahl, wie aus 
unseren Versuchen hervorgeht. Es entstehen durch die Colchicinwirkung 
nicht allein tetraploide Restitutionskerne. Diese unterliegen in der 
nachsten Mitose wieder der Colchicinwirkung, so daB ein Gewebe unter- 
schiedlicher Polyploidiestufen entsteht. Junge, in Colchicinlésung 
wachsende Samlinge von diploidem Rotklee, die vier Tage mit 20 mg/l 
2,4-D behandelt waren, leBen in den C-Tumoren neben diploiden 
auch tetraploide und oktoploide Metaphasen erkennen. Ein solches 
Mischgewebe bedingt die Entstehung einer oft nicht mehr zu zihlenden 
Menge von Kndllchen, wie im Falle der beschriebenen perlschnurartigen 
Knollchenbildung. Der unmittelbare Zusammenhang zwischen poly- 
ploiden Zellen der Wurzelrinde und der Kndéllchenentstehung ist an 
einem Wurzelquerschnitt in Abb. 7 zu erkennen, der einer Pflanze ent- 
stammt, an der zwar nicht perlschnurartige Knéllchenbildung erfolgte, 
aber die Zahl der Knéllchen deutlich erhéht war. 

Mit steigender Kndéllchenzahl geht, wie aus den Versuchsberichten 
und den Trockensubstanzbestimmungen zu ersehen ist, eine Wachstums- 
hemmung der Pflanze einher. AuBer acht gelassen wurden die Colchicin- 
konzentrationen, die eine Entwicklung des Wurzelsystems verhinderten. 


Die Beobachtung steht im Widerspruch zu den Ergebnissen von 
Bonnier (1954) mit Medicago sativa und Trifolium pratense. Der Autor 
lie, abweichend von unserer Methode, die Siimlinge steril in Schrag- 
agarréhrchen wachsen. Die Colchicinzugabe erfolgte teilweise, nachdem 
das Agar erstarrt war. Durch die Arbeitsweise von BoNNIER wurde das 
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Colchicin offenbar ungleichmaéBig verteilt und dadurch partiell so hohe 
Konzentrationen erreicht, da& C-Mitosen ausgelést werden konnten. 
Bonnier berichtet auch, im unteren Abschnitt der Hauptwurzeln seien 
die Knéllchen derma8en zahlreich aufgetreten, daB es schwer war, sie 
zu zahlen. Bei der héheren Colchicingabe, die bei vollstandiger Ver- 
mischung des Colchicins mit dem Substrat einer Endkonzentration von 
40 mg/l entsprochen hatte, trat eine Wachstumshemmung wie auch 
eine Hemmung der Kndllchenbildung ein. Die wenigen Knéllchen waren 
bei diesen Pflanzen groBer als bei den Kontrollpflanzen. Diese Beob- 
achtung entspricht nicht der von uns gemachten. Nirgends waren an 
Pflanzen, deren Wurzeln bei den héheren Konzentrationen geschwollen 
waren, groBere Kndéllchen zu finden. Auch die perlschnurartig dicht 
gedrangten, oft kaum sichtbaren Kndllchen beschreibt BONNIER nicht. 
Wahrend in unseren Versuchen bei den colchicinbehandelten Pflanzen 
deren Wurzelausbildung nicht gehemmt war, die Laubentwicklung 
gegentiber den Kontrollpflanzen zuriickblieb und auf Stickstoffmangel 
deutete, beschreibt BONNIER eine tippigere Entwicklung der Blatter bei 
den Pflanzen, die in den Rohrchen mit der niedrigeren Colchicingabe 
wuchsen. Analog verlief sein Versuch mit Luzerne, die nach seinen An- 
gaben jedoch eine gréBere Empfindlichkeit gegeniiber dem Colchicin 
aufwies. Méglicherweise kénnte ein Teil der abweichenden Befunde auf 
die unterschiedliche Arbeitsmethode von BonniER zuriickzufihren sein. 

An Hand seiner Ergebnisse erdrtert Bonnier die Moglichkeit der 
Colchicinanwendung fiir ackerbauliche Zwecke, weist aber auf die 
besondere Schwierigkeit der richtigen Dosierung hin. In unseren Ver- 
suchen brachte die Erhéhung der Kndéllchenzahl keine Forderung des 
Wachstums der Pflanzen. Eine Colchicinanwendung beim Leguminosen- 
anbau scheint daher keine Berechtigung zu haben, wenn auch endgiiltig 
dariiber erst nach entsprechenden Freilandversuchen geurteilt werden 
kann. 

Die Notwendigkeit des Vorkommens von Endomitose fiir die Kndll- 
chenbildung kénnte gegebenenfalls das Fehlen der Knéllchenentstehung 
bei einigen Leguminosen erklaren. Nach dieser Hypothese miBte bei 
verschiedenen Leguminosengattungen im Wurzelparenchym Endo- 
mitose unterbleiben. Die in einer Zusammenstellung von O. N. u. E. K. 
Auten (1947) angefiihrten nichtknéllchenbildenden Leguminosen sind 
unseres Wissens auf das Vorkommen von Endomitose bisher nicht 
untersucht worden. Nach TscHERMAK-WoEss (1956) kann gegenwartig 
die Frage, ob es bei den Angiospermen Arten gibt, bei denen Endomitose 
iiberhaupt nicht vorkommt, noch nicht mit Sicherheit beantwortet 
werden. Immerhin besteht die Méglichkeit, daB die Knollchenbildung 
auch aus anderen Griinden fehlen kann (vgl. FRED, BALDWIN u. McCoy 
1932, ALLEN u. BaLpwin 1954, sowie THORNTON 1954). 
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Zusammenfassung 


1. Die untersuchten Knéllchenbakterien bilden an den verwendeten 
Pflanzen keine polyploidisierend wirkenden Stoffwechselprodukte, wie 
sie von anderen Mikroorganismen bekannt sind. 

2. Die Wuchsstoffbildung der Rhizobien scheint mit der Polyploidie 
des Kn6llcheninneren nicht zusammen zu hangen. 

3. Eine Voraussetzung der Kndllchenentstehung ist vielmehr das 
Bestehen eines Gefalles unterschiedlicher Polyploidiestufen in der 
Wurzelrinde, wie aus den Colchicinversuchen hervorgeht. Durch Ver- 
mehrung der polyploiden Zellen bei bestimmten Colchicinkonzentrationen 
kann bei diploiden Leguminosen eine Erhéhung der Knéllchenzahlen 
erreicht werden, ein Kennzeichen dafiir, daB die normalerweise geringe 
Zahl solcher Zellen ein begrenzender Faktor fiir die Knéllchenentstehung 
ist. Analoges gilt fiir tetraploide Leguminosen. 


Fiir die Uberlassung des Themas der Arbeit und wertvolle Anregungen bin ich 
Herrn Prof. Dr. BRINGMANN zu grofem Dank verpflichtet. 


Ferner méchte ich der Firma Weibull, Landskrona/Schweden, fiir den tetra- 
ploiden Rotklee und Herrn Dr. Herrzscu, Max-Planck-Institut fiir Ziichtungs- 
forschung, KéIn-Vogelsang, fiir den tetraploiden Schwedenklee herzlich danken. 
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Qualche ricerea intorno a Pichia fermentans Lodder 


per 
J. A. ROSEMBER & * 


Con 1 figura nel testo 


(Bingegangen am 25. Oktober 1958) 


Nel 1932 Lopper isolé da burro, nel Laboratorio di Microbiologia di 
Delft, una specie di Pichia differenziabile da P. membranaefaciens per 
la capacita di fermentare energicamente il glucosio: tale specie fu 
denominata P. fermentans. Da LoppER e Krecer van Riv (1952) fu 
riconosciuto che a P. fermentans poteva riferirsi P. dombrowskii isolata 
da SaccHETTI (1933) da formaggio «stracchino » e P. kluyveri descritta 
da BeprorD (1942) su isolamenti effettuati da Vaughen, in California, 
da olive. 

Invero « P. dombrowskii differs from P. fermentans in the way of for- 
ming a pellicle on malt extract »; mentre « P. kluyvert differs from 
P. fermentans in the way of forming a pellicle on a medium with ethanol 
as sole source of carbon ». Ma tali caratteri — stante la loro variabilité — 
non sono stati ritenuti sufficienti a giustificare il mantenimento di specie 
distinte. 

Per quanto ci consta P. fermentans @ stata ancora rinvenuta in cacao 
in fermentazione e qualche volta anche in mosto d’uva. 

Recentemente, procedendo allo studio di numerosi lieviti della regione 
viticola di S. Paolo in Brasile, ZARDETTO, TEIXETRA e VERONA hanno 
avuto occasione di rinvenire con discreta frequenza specie di Pichia 
fermentanti energicamente il glucosio e pertanto riferibili, considerati 
anche gli altri caratteri, a P. fermentans!. 

Data tale frequenza é stato pensato opportuno, allora, eseguire su 
di un certo numero di ceppi qualche esame comparativo e sopratutto 
saggiare gli stessi ceppi dal punto di vista tecnologico con riferimento 


* Borsista del Consiglio Nazionale delle Ricerche del Brasile. 

' Oggi si conoscono altre specie di Pichia fermentanti energicamente il glucosio. 
FE’ ricordata P. terricola VAN DER WALT (1957) e P. pijperi VAN DER Watr et 
‘TSCHEUSCHNER (1957). — La prima specie differisce da P. fermentans per le dimen- 
sioni pitt grandi delle cellule, una pit decisa formazione di pseudomicelio e qualche 
carattere colturale. La seconda differisce per l’aspetto morfologico in quanto 
presenti cellule limoniformi. 
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alla produzione di alcool e alla formazione di acidita volatile e di acetato 
di etile. Queste ultime prove, per confronto, sono state estese anche ad 
aleuni ceppi di P. membranaefaciens. 


Materiale e metodi 
L’esame si € portato sopra i seguenti isolamenti: 


Pichia fermentans 


Ceppo n° 45 isolato da mosto, prima dell’inizio della fermentazione, ottenuto con 
uva proveniente dal vitigno [AC/358—1i1; ceppo n® /4 id. da uve del vitigno 
ITAC/132—11; ceppo n° 18 id. da uva del vitigno [AC/358—1; ceppo n® 23 id. da 
uve del vitigno [AC/526—4; ceppo n° 27 isolato a fine fermentazione da mosto di 
uva Moscato; ceppo n° 32 isolato durante la fermentazione di un mosto ottenuto 
con uve del vitigno [AC/358—1; ceppo n° 35 id. da uve del vitigno [AC/73—3; 
ceppo n° 47 id. da uve del vitigno [AC/132—11; ceppo n° 45 isolato da mosto, 
all’inizio della fermentazione, ottenuto con uva del vitigno [AC/116—28; ceppo n°64 
id. da uve del vitigno [AC/121—44; ceppo n® 74 id. da uva del vitigno Seibel 8357; 
ceppo n° 727 id. da uve del vitigno IAC/164—20; ceppo n° 152 isolato da mosto, 
durante la fermentazione, ottenuto da uve del vitigno [AC/527—47; ceppo n® 155 
id. da uve del vitigno [AC/21—14. 


Pichia membranaefaciens 


Ceppo n® 3 isolato da mosto, prima della fermentazione, ottenuto con uva del 
vitigno [AC/358—1; ceppo n° 8 id. da uve del vitigno LAC/526—5; ceppo n° 55 
id. da uve del vitigno [AC/132—9; ceppo n° 71 id. da uve del vitigno [AC/135—10; 
ceppo n° 186 isolato durante la fermentazione da uve del vitigno Seibel 2 in zona 
di S. Roque; ceppo n° 223 isolato a fine fermentazione da mosto ottenuto da uve 
del vitigno Seibel 2 in zona di Jundiai. 


Lo studio dei caratteri necessari al riferimento sistematico é stato condotto 
secondo la nota metodica di LopprR e KREGER VAN RW. 

Per le prove di fermentazione si é fatto uso di mosto d’uva contenente gr. 
227/litro di zucchero e distribuito in quantita di cc. 250 in Erlenmeyer da ce. 500°. 

Tanto viene annotato avendo osservato che, la formazione di acidita volatile e, 
pit ancora, di acetato di etile si trovano influenzate, a parita di volume del mosto, 
dalla superficie libera del liquido in contatto con l’aria. Alcune prove eseguite con i 
ceppi n° 5—18—32—45 coltivati in uguali quantita di mosto contenute in reci- 
pienti diversi hanno dato infatti, al 19° giorno, i risultati seguenti: 


LL 
ec, 250 di mosto in 


matracci da cc. 300rapporto | matracci da ce. 500 rapporto | matracci da cc. 1000 rapporto 
CeDPe vol./sup. = 10,5 vol./sup. = 3,7 vol./sup. = 1,9 
n° : SS 
ac. volatile ac. etile ac. volatile ac. etile ac. volatile ac. etile 
“lop © megr/litro "09 mer/litro OF mgr/litro 
) 0.54 396 0.78 440 1.08 1.047 
18 0.36 378 0.54 594 1.38 1.271 
32 0.42 338 0.96 418 1.14 680 
45 0.46 288 0.84 570 1.32 1.064 


1 Nella elencazione dei vitigni la sigla IAC indica Istituto Agronomico di Cam- 


pinas (Brasile). 
2 Superficie libera del liquido = cm? 67; Rapporto: volume/superficie = 3.7. 
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E’ evidente dunque la grande influenza del rapporto vol./sup. tanto che, facen- 
dosi tale rapporto relativamente basso, la quantita di acetato di etile sale notevol- 
mente. 

Notisi come, tale influenza, si faccia sopratutto sentire allorquando si passi dai 
recipienti medi ai recipienti grandi nonostante in questi la differenza di rapporto 
sia molto inferiore a quella esistente tra recipienti piccoli e recipienti medi. 

Previa pastorizzazione i vari recipienti furono inoculati con ceppi di 48 ore 
cresciuti in agar-malto, e tenuti a temperatura ambiente (mesi di agosto-settembre) 
per la durata di 25 giorni. 

Al 25° giorno fu determinato l’alcool e l’acidita volatile secondo i metodi ufficiali 
e l’acetato di etile con il metodo di PEyNaAuD (1938). 


Risultati 


I caratteri rilevati ai fini sistematici sono stati trovati in buon accordo, 
sia per quanto si riferisce a P. fermentans che a P. membranaefaciens 
con quanto in LoDDER e KREGER VAN Ru. 


Tabella 1. Formazione di alcool, acidita volatile ed acetato di etile in alcuni ceppi di 
Pichia fermentans e di Pichia membranaefaciens 


acidita 
volatile 
*/oo 


acidita 
volatile 
per ce. 100 


acetato di etile 


inac.acetico} di alcool meq. mngr./litro 
Pichia fermentans 
ceppo n® 5 4.58 0.42 0.92 8.20 721.6 
14 5.86 0.60 1.02 9.80 862.4 
18 3.64 0.60 1.64 4.87 428.5 
23 3.85 0.42 1.09 0.25 22.— 
27 5.70 0.60 1.05 3.97 349.4 
2 5.63 0.68 1.20 4,— 352.— 
30 5.78 0.42 0.72 2.45 215.6 
41 5.10 0.30 0.58 8.05 708.5 
45 6.16 0.66 1.07 6.40 563.2 
64 4.58 0.27 0.59 0.30 26.4 
74 5.03 0.54 1.07 0.32 29.3 
121 5.10 0.42 0.82 0.87 77.— 
152 5.18 0.36 0.69 8.1 712.8 
155 5.48 0.36 0.65 2.75 242.— 
P. membranaefaciens 
ceppo n® 3 1.07 0.24 2.24 0.25 24.6 
8 2.34 0.60 2.56 0.37 33.— 
55 0.73 0.66 9.— thei 7) 15.4 
71 0.73 0.36 4.93 0.10 8.8 
186 — 0.24 a 0.15 13.2 
223 -- 0.54 — 0.20 17.6 


Qualche leggera differenza tra i ceppi di P. fermentans & stata ris- 
contrata solo nella formazione della pellicola, sia in malto che in mezzo 
minerale contenente etanolo come sorgente di carbonio. Difatti tale 
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pellicola si é presentata in malto ora pit ora meno spessa; in etanolo, 
mentre tale formazione é stata in genere precoce in tre ceppi si é 
avuta con alquanto ritardo. 

Per quanto si riferisce ai ceppi di P. membranaefaciens quattro di essi 
hanno fermentato molto lentamente e molto debolmente il glucosio. 
Probabilmente tra le forme non fermentanti di P. membranaefaciens 
e le forme energicamente fermentanti di P. fermentans esistono forme 
a comportamento intermedio. 

Per quanto si riferisce alla formazione di alcool, di acidita volatile 
e di acetato di etile i risultati ottenuti figurano nella Tab. 1. 


Discussione 
I dati raccolti offrono motivo a qualche considerazione. 
Produzione di alcool etilico. L’attacco dello zucchero da parte 
di Pichia fermentans si manifesta rapido, ma si esaurisce anche in breve 
tempo dando origine a quantita d’alcool relativamente modeste. 
Nei ceppi esaminati tali quantita sono state comprese tra il 3.64 e 
6.16°/, in volume con una media — su 14 ceppi — di 5.11 + 0.18%). 


Sacch. elipsordeus 


au” 


4 


TENCE OE LOL AORE AE AMER OO BO 24 
ac. volatile per cm} /00 df alcoo/ efilico 


Fig.1. Produzione di acidita volatile per cc. 100 di alcool etilico in Pichia fermentams rispetto a quella 
prodotta da Sacch, ellipsoideus e da Kloeckera apiculata 


Produzione di acidi volatili. La produzione di acidita volatile, 
di per sé considerata, assume valori quasi paragonabili, nella media, 
a quelli che di solito danno i lieviti ellittici. Infatti si é avuto come valore 
minimo lo 0,279/y € come massimo lo 0.68°/o) con una media dello 
0.47 + 0.0379/o. Valutata, tale produzione, in rapporto all’alcool si 
osserva (escluso il risultato relativo al ceppo n° 18) che i valori ottenuti 
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si presentano intermediari tra quelli generalmente offerti da Sacch. 
ellipsoideus e da K1. apiculata rispettivamente inferiori o molto superiori 
alVunita. 

Produzione di acetato di etile. La produzione di acetato di etile 
da parte dei lieviti vinari é stata indagata da Peynaup (1956) su di 
un numero considerevole di specie. 

Per quanto si riferisce al genere Pichia su sei ceppi di P. membranae- 
faciens e P. fermentans Pnynavp ha trovato che la formazione di acetato 
di etile oscilla — relativamente ai sei ceppi — tra un minimo di 22 mgr/l 
ad un massimo di 440 mgr/l; contrariamente alle altre comuni specie 
entro una fascia, quindi, di notevole larghezza. I nostri dati confermano, 
in linea generale, i reperti di PeyNaup; ma lasciano anche intendere 
una probabile differenza di comportamento tra P. fermentans e P. mem- 
branaefaciens. 

Infatti abbiamo ottenuto: 

mgr/di acetato di etile 
P. membranaefaciens (su 6 ceppi) 8.8— 33.0 
P. fermentans (su 13 ceppi) 22.0—862.4 


In altri termini, dei valori pit elevati sembra maggiormente respon- 
sabile, delle due specie, P. fermentans. D’altra parte, nell’ambito di 
questa specie, sembrano individuabili rispetto a tale attitudine, tre 
gruppi distinti per comprendere in un primo gruppo i ceppi producenti 
quantita di ester che vanno fino a 200—300 mgr/l; in un secondo i 
ceppi che ne producono fino a mgr/l 600; in un terzo quelli che superano 
tali quantita. 

I ceppi di quest’ultimo gruppo si avvicinano, nella produzione di 
esteri ad Hansenula anomala, specie che ha dato a PEYNAUD i seguenti 
valori in acetato di etile: minimo 737, massimo 990 mgr/l. Questi alti 
rendimenti, di molto superiori a quelli permessi dall’ equilibrio chimico, 
unitamente al fatto che la formazione di esteri é legata alla respirazione 
provano come, in questi casi, la formazione di acetato di etile sia il 
risultato di una reazione energetica pit che di « une réaction réversible 
s’effectuant par l’intermediaire d’une esterase » (PEYNAUD 1956). 


Zusammenfassung 
Ks werden die technologischen Eigenschaften einiger Staémme von 
Pichia fermentans, isoliert aus Traubenmost, untersucht. 
Die Vergirung des Zuckers im Most beginnt rapide, wird jedoch bald 
eingestellt und ergibt einen Alkoholgehalt von im Mittel 5,11 -- 0,18°/. 


Die Bildung fliichtiger Sauren ist nicht sehr stark; im Mittel werden 
0,47 + 0,037°/, erhalten. 
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Beim Vergleich der Sdurebildung mit der Alkoholbildung zeigt 
Pichia fermentans eine Stellung zwischen Sacch. ellipsoideus und Kloek- 
kera apiculata. 

Die Bildung von Athylacetat ist bisweilen gering, éfters reichlich. 
Es scheint moglich, daB innerhalb der Art Stiémme mit geringer, mitt- 
lerer und starker Esterbildung sind. In letzterer Hinsicht nahern sich 
diese Stéamme der Gattung Hansenula, die Pichia verwandt ist. 


Ringrazio, per Vaiuto offertomi, il Signor Professore O. VERona, Direttore 
dell’ Istituto. 
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The Time-Scale of Mitosis in the Euglenineae 


By 
G. F. LEEDALE 


(Eingegangen am 2. November 1958) 


The cytological details of euglenoid mitosis have recently been de- 
scribed for 24 species, representing 13 genera, of the Huglenineae (LEEDALE 
1958a). It was suggested that a non-spindle mitosis operates in this 
group of flagellates, the autonomous separation of sister chromatids 
being caused by mutual repulsion (see, also, LEEDALE 1958b). Evidence 
to support this theory comes from a study of the time-scale of euglenoid 
mitosis: that is, the duration of the mitotic stages and the velocity of 
the chromatids during anaphase. This evidence is summarised in the 
present paper. 


I. Material and Methods 


A. Species studied 


Of more than 40 species grown in uni-algal, biphasic culture (PRINGs- 
HEIM 1946a, 1946b; see LEEDALE 1958 a for details of cultivation methods), 
measurements of the duration of mitosis were made for the following 
8 species: Astasia klebsii Lemmermann; Colacium mucronatum Bour- 
relly; Euglena gracilis Klebs; Euglena spirogyra Ehrenberg; ELutreptia 
viridis Ehrenberg; Lepocinclis ovum var. buetschlii (Conrad) Huber- 


Pestalozzi; Phacus pyrum (Khrenberg) Stein; ZJ'rachelomonas grandis 
Singh. 


B. Cytological techniques 


Living cells were mounted in their own culture medium beneath cover-glasses 
ringed with vaseline. Cells in division lost their flagella and became stationary. 
It was necessary to make the observations at night as mitosis occurred in biphasic 


tubes only during the dark period following a full period of natural daylight 
(LEEDALE 1959). 


The mitosis was followed in the living cell by means of Reichert Anoptral 
contrast at a magnification of x 1000 (x 100, N. A. 1.25 PhA Imm. objective, 
x 10 oculars). The facts that the mitoses proceeded to completion and cell cleavage 
occurred, and that the stages of mitosis occupied much the same lengths of time 
in different cells of the same species, justify the assumption that the nuclear 
division is little affected by the treatment required to observe it. 
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II. Observations 


The durations of the various stages of mitosis and cell cleavage are 
given in Table1. The periods for which times are given are as follows 
(see LEEDALE 1958a): 

A. Prophase: nuclear migration and nuclear changes until the start 
of endosome elongation. 

B. Late prophase and metaphase: chromosome orientation and the 
first period of endosome elongation. 


Table 1. Duration of mitotic stages and anaphase velocity of chromatids 
in the Buglenineae at 20° C. 


Duration of mitosis Bg S| 2 
(mean values to nearest minute) 3S Sek 3 
real 3 
Species (0) D @lgsaul 4 
5308 o o 
Cll JBESc| = 
Anaphase cleavage E oe 8 é 
Astasia klebsvi 17) | LORAL 705) | (120) | 24a eda 0.1 15 
Colacium 
mucronatum 18 | 16 | 21 | 48 7 WNGLO} AS 0.07 | 15 
Euglena gracilis a Bry ed 1 ere rl sy 4 | (119) | 23 |110 | 0.1 34 
Euglena spirogyra 25 | 20 | 44 | 19 2 | (110) | 41 | 28 0.12 | 12 
Lutreptia viridis 8 | 29 | 19 | 40 | — (96) | delayed 0.1 15 
Lepocinclis ovum 
var. buetschlir 14 ei 28 eo 1 (79) | 24 | 19 | 0.06 5 
Phacus pyrum 12 PTOMNGS e910" [e(124) SS sets O07 ea 1b 
Trachelomonas 
grandis Saale de Ooa. Lon n(t27) a 6 | 0.15 5 


(Pro = Prophase; Met = Metaphase; Tel = Telophase). 


C. Early anaphase: early chromatid separation until a marked central 
gap is seen. 

D. Late anaphase: chromatid separation and the second period of 
endosome elongation, the end of this stage being delimited by the end 
of chromatid separation and the breakdown of the central region of the 
endosome. 

E. Telophase: two nuclei, no cell cleavage (except in Astasia klebsii). 

F. From early to late cell cleavage. 

G. Late cleavage separation of the two daughter cells: the time taken 
for rupture of the posterior connection. 

As the periods of division occupy approximately the same length of 
time in different cells of the same species, one set of figures is given for 


each species, the mean times for the recorded number of cells. 
25* 
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IIL. Discussion 


“Tt may be said that the duration of the various steps that compose a complex 
biological action will often throw much light on the underlying mechanism. This 
is probably true of mitosis also, though there is considerable difficulty in deciding 
what constitutes the steps of the cycle and how they are delimited” (SCHRADER 


1953). 

Despite the necessary caution conveyed by SCHRADER, the above 
measurements of the duration of mitotic stages in the Huglenineae may 
usefully be compared with those of other authors. 

Most of the previous records agree with the present results, that 
euglenoid mitosis is a process lasting several hours. Mitosis lasts from 79 
to 127 minutes in the eight species examined, and 110 or more minutes 
in six of these. Adding the time taken for cell cleavage to these values, 
the complete division process occupies from 2 to 4 hours. Records by 
other authors (of total division time only, no measurements of indivi- 
dual stages exist) are assembled in Table 2. 


Table 2. Duration of mitosis in the Huglenineae: records by other authors 


Species Author ert nae 
Colacium vesiculosum Ehrenberg JOHNSON 1934 1.5 hours 


SCHILLER 1924 


40 sec. — 5 min. 


Colacium vesiculosum 
“Copromonas subtilis Dobell” 


= Scytomonas pusilla Stein Dosey 1908 20 minutes 
Entosiphon sulcatum (Duj.) Stein Lackey 1929 4—5 hours 
“Huglena agilis Carter” 

= Huglena gracilis Baker 1926 4 hours 
Huglena deses Ehrenberg Gospics 1934 4 hours 
Luglena spirogyra RATCLIFFE 1927 3—4 hours 


Euglena spp. TANNREUTHER 1923 | 2 or 3—4 hours 
The records of DoBEtt (1908) and ScuHrtueR (1924) are anomalous. 
DoBELL’s is for “‘amitosis” and cell cleavage (probably late mitosis and 
cleavage), SCHILLER’s is probably for cleavage only. JoHNson (1934) 
has suggested that SCHILLER must have thought that the telophase was 
the whole process of nuclear division. The two times recorded by Tann- 
REUTHER (1923) are for transverse (2 hours) and longitudinal cleavage 
(83—4 hours). The first is a case of mis-identification or mis-observation. 
The more interesting comparison is that between the present obser- 
vations on the Huglenineae and the records for the duration of mitosis 
in living cells of other Protista and animal or plant tissues. Table 3 is a 
summary of such records for as wide a range of organisms as possible. 
Representative results are quoted from each source, in some cases 
(marked with an asterisk ‘*’’) as mean values of the recorded range of 
measurements. In the papers of BaseR (1953 onwards) the time quoted 
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Table 3. The duration of mitosis in living cells 


Duration in minutes 
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Material Author 
Int Pro Met Ana Tel Total 
Protista: 
ELuglypha alveolata | SCHEWIAKOFF 
1887 — 35 20 20 25 100 
Chlamydophr ys 
minor BEtak 1921a — 3 2 2 6 13 
Pamphagus 
hyalinus % -- 10 6 2 60 78 
Rhogostoma 
schiisslert a — 6 2—3 Dy 0 31 
Bodo lacertae BELAR 1921b — 10 10 12 27 59 
Actinophrys sol BELAR 1922 — 12 | 3—6 6 30 |51—54 
Amoeba proteus BELaR 1926 — — | 5—10)11—16) — = 
Buglypha sp. a — 40 18 14 100 172 
Acanthocystis 
aculeata STERN 1924 _ 8 4 5 23 40 
Animal tissue: 
Triton 
erythroblast Jotty 1902 = 45 20 3 15 83 
Tadpole tail aN Ga a 
mesenchyme *CLARK 1912 _ 75 4 4 83 
Cat connective *LAMBERT and ee 
tissue Hanes 1913 _ 35 5 40 
Rat connective es 
tissue *LAMBERT 1913 — 18 4 22 
Chick mesenchyme |*Lerv1 1916 = 12.5) 10.5 5 4.5| 32.5 
Chick mesenchyme |*Lrwis and 30— 
Lewis 1917 120 | 45 6 2.5 8 61.5 
Chick smooth 
muscle 55 — 17e5 8 2 4 31.5 
Paracentrotus 
lividus egg Epurussi 1926 | — + 7 6 — = 
Drosophila egg RABINOWITZ 
at 24° C. 1941 3.4 4 0.3 1 0.9 6.2 
Ditto at 30° C. n Del 3 0.7 il.sih 1.4 6.2 
Chick tissue cul- 
tures; myoblasts | HucHxs and 
or osteoblasts Swann 1948 — — 3—4| — a 
Rana fibroblast *HuGHES and Aaet h whae 
Preston 1949} — 32 25 8.5 65 
Triton liver Retr Sy eae 
fibroblast x = 18 27.5 20 65 
Tumor cells from Maxtno and 
ascites sarcoma | NaKaHaRra 1955) — if 48 6 22 83 
of rat, at 35° C. 
Ditto, at 38° C. 5 -— 15 26 4 25 70 
— 10 36 4 ily) 67 


Ditto, at 40° C. 
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Table 3 (continued) 


Duration in minutes 


wey “Bele Int Pro Met Ana Tel | Total 

eee ees Cee eee Pan Nene Eee 
Plant tissue: 
Arrhenatherum *MARTENS 1927 — 40 8.5) 17.5) 27.5) 93-6 
Tradescantia 

virginiana BeEvAR 1929 — 181 14 15 130 340 
Tradescantia vir- 

giniana (tetra- 

ploid), at 20° C. BaRBER 1939 -- — 20 23 11 — 
Ditto, at 35° C. S. — = 20 21 2 = 
Hymenophyllum *BasEr and | 

tunbridgense Mott-Baser — | 180 47.5| 26 - — 

1953a 

Ornithogalum *BasER and 

umbellatum Mo.tt-Baser — Sy aly; 21 22.5 — 

1954 | 

Asparagus 

pseudoscaber os — 44 10 10 oe! 87 
Zephyranthes 

candida 7 — 110 20 24 32 186 
Tris aphylla 3 = -- 22 15 26.5) — 
Pisum sativum pe “= 40 20 12 16 88 
Helianthus annuus es — 42.5| 17 21:5) 17.5), 98.6 
Colchicum Baser and 

autumnale Mo.uh-BasEer _ _ 63 10 = — 

1955 | 


Int = Interphase; Pro = Prophase; Met = Metaphase (Metakinesis and the 
equatorial plate); Ana = Anaphase; Tel = Telophase. 


for ‘“metaphase’”’ is subdivided into “‘metakinesis’” and a short “meta- 
phase”’ (the stage with a stationary metaphase plate). 

Two features of these measurements are of special interest. The first 
is the relative duration of metaphase and anaphase, the second is the 
actual duration of these stages. 

The times occupied by metaphase and anaphase in the mitotic process 
are compared, for material in which a full mitosis has been timed, in 
Table 4. This comparison brings out strikingly the fact that, whereas 
the relative duration of metaphase is of the same order in the Huglenineae 
asin other organisms and tissues, the relative duration of anaphase is 
much greater in the euglenoid species. 

Reference to Tables 1 and 3 confirms that the actual duration of 
anaphase is also longer in the Huglenineae (47 to 86 minutes) than in any 
other Protistan for which records exist (2 to 20 minutes) or in any other 
plant or animal cell (1 to 26 minutes). 
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The reason for this is twofold. Firstly, anaphase in the Huglenineae is 
staggered (LEEDALE 1958 a): the total time taken for anaphase is some- 
what longer than the time taken for the passage of any one chromatid from 
equator to pole. Secondly, the anaphase velocity of individual chro- 
matids is slower in the Huglenineae than in any other recorded mitosis. 


Table 4. The relative duration of metaphase and anaphase in living cells 


Metaphase time Anaphase time 
Material (cf. Tables 1 and 3) oe ere ee ee oft ti 
lo lo 
Huglypha alveolata 20 20 
Chlamydophrys minor 15 15 
Pamphagus hyalinus 8 2.5 
Rhogostoma schiissleri 10 8 
Bodo lacertae 16.5 20 
Actinophrys sol 11 11 
Euglypha sp. 10.5 8 
Acanthocystis aculeata 10 12.5 
Triton erythroblast 25 = 
Chick mesenchyme (Levi 1916) 15.5 14 
Chick mesenchyme (Lewis and Lewis 1917) 10 5 
Chick smooth muscle 25 6 
Drosophila 5 16 
Tumour cells from ascites sarcoma of the 
rat, at 35° C. 58 7 
Ditto, at 38° C. 37 6 
Ditto, at 40° C. 54.5 6 
Arrhenatherum i) 18.5 
Tradescantia virguuana 4 4.5 
Asparagus pseudoscaber 8.5 8.5 
Zephyranthes candida 11 13 
Pisum sativum 23 14 
Helianthus annwus ily) 22 
Euglenineae: 
Astasia klebsia 16 70 
Colacium mucronatum 14.5 63 
Euglena gracilis 10 71.5 
Euglena spirogyra 18 57 
Eutreptia viridis 30 61.5 
Lepocinclis ovum var. buetschlir 21.5 59.5 
Phacus pyrum 9 72 
Trachelomonas grandis 13.5 ws 


Direct measurements of chromatids separating in anaphase, in the 
eight euglenoid species under study, show that the velocity is greater in 
the earlier stages of anaphase but in no species exceeds 0.15 u per minute 
(Table 1). This value may be compared with velocities recorded for other 


material (‘Table 5). 
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Table 5. Anaphase velocity of chromatids and chromosomes 


Material 


Animal tissue: 


Author 


Temperature 


£.¢ 


Velocity 


in u per minute 


Mean 


Maximum 


a 


Chick tissue culture Buccrante 1927 41 3.68 — 
Protenor sperm Ris 1943 25 — 1.3—1.6 
Tamalia 35 25 _— 0.7—2.0 
Thelia (Mei. 1) 2 25 — 0.4 
Chick myoblasts Hucues and Swann 40 2-3 = 
1948 

Chick osteoblasts an 40 2—4 oo 
Grasshopper 

spermatocytes: 
Chortophaga Ris 1949 i Ii — 0.4 
Ditto er. 30 — 2.5 
Triton fibroblasts HvucuHEs and PRESTON 26 3 5.8 

1949 

Rana fibroblasts ma 26 2 4.5 
Xenopus fibroblasts eS 26 1 2.1 
Grasshopper 

spermatocytes: 
Podisma sapporense Maxkrtno and 

(Mei. I) Nakanara 1955 18—19 1.3 cy 
Ditto (Mei. IT) as 18—19 ig -- 
Grasshopper 

spermatocytes: 
Acrydium japonicum 

(Mei. I) > 18—19 1.2 -- 
Plant tissue: 
Tradescantia virginiana | BARBER 1939 10 0.3 0.35 
Ditto AS 20 0.82 1.32 
Ditto + 30 0.75 1.16 
Hymenophyllum BageErR and 

tunbridgense Moxb-Baser 1953b 20 ce. 0.6 ec. 1.3 
Ornithogalum BageEr and 

umbellatum Morb-Baser 1954 — 2—3 c. 2.8 
Asparagus 

pseudoscaber - _ 1.5—2.5 | c. 3.5 
Leucojum aestivum a —_ ec. 1.6 c. 2.5 
Iris aphylla we — 1—2 2 
Pisum sativum 4 — 2—4 4 
Helianthus annuus * — 2—2.7 3.5 
Haemanthus katharinae | Baser 1954 — 0.7 1.2 


All the organisms and tissues named in Tables 3 and 5 have a mitosis 


with a spindle: chromatid separation is due to centromeric repulsion and 
spindle action. It has previously been suggested (LEEDALE 1958a) that 
chromatid separation in the Huglenineae occurs without a spindle 
or centromeres, probably by a mutual repulsion of sister chromatids. 
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It is now suggested that the phenomena which cause the long anaphase 
in the mitosis of the Huglenineae, that is, the staggering of chromatid 
separation and the slow chromatid velocity, are further evidence for 
such a fundamental difference between the mechanism of euglenoid 
mitosis and that of the other mitoses considered in this account. 


Summary 


1. The duration of the several mitotic stages, and chromatid velocity 
during anaphase, have been timed in living cells of eight species of the 
Euglenineae. 

2. The anaphase of euglenoid mitosis occupies from 47 to 86 minutes 
in different species (60—70°/, of the total mitosis time) as compared 
with from 1 to 26 minutes in all other organisms and tissues for which 
records exist (2.5—22°/, of the total mitosis time). 

3. The absolute velocity of the chromatids separating in anaphase 
varies between 0.06 and 0.15 uw per minute in different euglenoid species, 
compared with between 0.3 and 6.0 w per minute for all other recorded 
material. 

4. These facts are claimed as evidence to support the theory that a 
non-spindle mitosis operates in the Huglenineae. 
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Der Einflu8 von Antibiotica auf die Uberlebensrate 
von Mikroorganismen bei tiefen Temperaturen * 


Von 
G. GILLISSEN und E. HEUSEL 


Mit 2 Textabbildungen 
(Hingegangen am 3. November 1958) 


Fiir die Wirkung antibakterieller Stoffe ist neben anderen Faktoren 
auch die Temperatur von groBer Bedeutung (Ubersicht siehe ESELTINE 
u. Rann 1949). Die Versuchstemperaturen lagen bei den diesbeziiglichen 
Arbeiten zwischen 15°C und 42°C, wenn man von der Zugabe von 
Desinfektionsmitteln zum Kochwasser bei der Instrumentendesinfektion 
absieht. Auch bei der Austestung von Antibiotica liegen die Versuchs- 
temperaturen meist in Bereichen, die ein Wachstum der Testorganismen 
erlauben. Dies ist verstandlich, da die Antibioticawirkung fast immer 
im Verhaltnis zum Zellstoffwechsel untersucht wurde (Hopspy, MEYER 
u. CHAFFEE 1942, Gross 1955, Ramsny 1957 u.a.). 

Tiefe Temperaturen wurden verwendet bei Untersuchungen zur 
Gefriertrocknung von Mikroorganismen (HOrTER 1958, HELLER 1941, 
Ata u. Stars 1957 u. a.). Reeves u. Harrison (1957) untersuchten den 
Finflu8 von Temperaturen zwischen +15°C und —22°C bei einer 
Kochsalzkonzentration im Suspensionsmedium der Keime, die eine 
Eisbildung verhinderte, auf die Uberlebensrate von Z. coli. Ausgehend 
von diesen Erfahrungen untersuchten wir die Kinetik der Absterberate 
von grampositiven und gramnegativen Keimen bei Temperaturen 
zwischen +4° C und —19°C und einer Versuchsdauer bis zu 6 Tagen 
in Anwesenheit von Penicillin (Pc) und Streptomycin (Str). Gleich- 
zeitig wurde untersucht, ob die nach langerer Zeit in iiberbakterio- 
statischen Antibioticakonzentrationen iiberlebenden Keime resistente 
Varianten der urspriinglichen Keimpopulation sind. 


Material und Methoden 


Als Testkeime dienten M. pyogenes var. aureus Sg 511 (Sg), sowie ein Stamm 
E. coli aus der Routinediagnostik mit typischen fermentativen Leistungen. 

20 Std alte Bouillonkulturen’ dieser Testkeime wurden nach Waschen und 
Wiederaufnehmen mit Bouillon auf das urspriingliche Volumen im Verhaltnis von 


* Die Untersuchungen wurden durch Mittel erméglicht, die von der Landes- 
versicherungsanstalt Rheinland-Pfalz in liebenswiirdiger Weise zur Verfiigung 
gestellt wurden. 
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9 Teilen + 1 Teil mit Aqua dest. (Kontrolle) bzw. mit Pe- oder Str-Lésung (Ver- 
such) verdiinnt. Bei Verwendung von Sg wurden Ansatze mit Pc-Endkonzen- 
trationen von 0,1—0,04—0,02 und 0,01 E Pe/ml sowie mit Str-Endkonzentrationen 
von 10, 4, 2 und 0,5 ng/ml benutzt. Die mittlere Sensibilitat (Bakteriostase) des 
Teststammes betrug 0,04 E Pe/ml bzw. 3,75 wg Str/ml. 

Bei Verwendung von £. coli wurden Ansitze mit Pce-Endkonzentrationen von 
20000, 900, 450 und 225 E Pe/ml bzw. Str-Endkonzentrationen von 10, 4, 2 und 
0,5 wg/ml benutzt. Die mittlere Sensibilitét (Bakteriostase) dieses Stammes betrug 
937 E Pe/ml bzw. 0,94 wg Str/ml. 

Von den Kontrollansétzen wurde sofort nach Herstellung ein kleinerer Teil 
2 min in der Kiihlzentrifuge bei 600 - g zentrifugiert, das Keimsediment mit dem- 
selben Volumen frischer Bouillon aufgenommen und damit nach Vorverdiinnung 
auf 0,2-10-® eine sogenannte Lebendkeimzahlbestimmung sowie eine Resistenz- 
bestimmung nach Vorverdiinnung auf 10-? durchgefiihrt. 

Aliquote Anteile der Kontroll- und der Versuchsansatze wurden in Zentrifugen- 
glaser abgefiillt und von jedem Ansatz 3 Proben sowohl bei +4° + 1° C als auch 
bei —5° + 2° C und bei —19° + 1° C aufbewahrt. Nach einer Aufbewahrungszeit 
von 1,3 und 6 Tagen wurde je eine Probe entnommen, zentrifugiert (siehe oben), 
zur Entfernung des Antibioticums mit Bouillon gewaschen, mit Bouillon auf das 
urspriingliche Volumen aufgefiillt und nach Vorverdiinnung auf 10~? eine Resistenz- 
bestimmung sowie nach entsprechender Vorverdiinnung eine sogenannte Lebend- 
keimzahlbestimmung auf Agarplatten durchgefiihrt. 

Die Resistenzbestimmung erfolgte im Reihenverdiinnungstest mit geometrischen 
Verdiinnungsstufen. Als Ausdruck der Resistenz bzw. des Sensibilititsgrades wurde 
die nach dieser Methode ermittelte kleinste Wirkstoffkonzentration angegeben, die 
im Mittel noch eine Bakteriostase nach 20stiindiger Bebriitung ergab. Dazu wurde 
die Konzentration zwischen dem letzten nicht bewachsenen und dem ersten deutlich 
bewachsenen Rohrchen errechnet. Die Wirkstoffkonzentration der Testlésungen 
wurde mit Teststiimmen kontrolliert. 

Bei der sogenannten Lebendkeimzahlbestimmung wurde nach entsprechender 
Vorverdiinnung der gewaschenen Keimsuspension lediglich die im Mittel je Vo- 
lumeneinheit festgestellte Zahl von Kolonien erfaBt. Diese Zahl ist besonders bei 
M. pyogenes wegen der Klonbildung der Keime bedeutend kleiner als die wirklich — 
vorhandene Zahl lebender Zellen. Die Methode ist aber fiir vergleichende Versuche 
durchaus anwendbar. Im einzelnen wurde so vorgegangen, daB von der Vorver- 
diinnung bei jeder Bestimmung auf 10 Agarplatten (Durchmesser 10 cm) je 0,3 ml 


gegeben wurden. In den Tabellen ist der log,) der mittleren Koloniezahl je Milliliter 
angegeben. 


Ergebnisse 

Die bei den Versuchen ermittelten Koloniezahlen sind in Tab.1 u. 2 
sowie in Abb. 1 u. 2 wiedergegeben (log) Koloniezahl je Milliliter). 

Aus Abb.1 ist zu entnehmen, da bei FZ. coli die Konzentration an 
Lebendkeimen bei —19° C in Abwesenheit eines Antibioticums (Kon- 
trolle) besonders bis zum 1. Tag sehr schnell abnimmt. Zwischen dem 
3. und 6. Tag bleibt die Konzentration an Lebendkeimen unter diesen 
Bedingungen praktisch konstant. Bei —5° C bleibt die Lebendkeimzahl 
fast unverdndert, wahrend bei +-4° Cein kleiner Anstieg zu verzeichnenist. 

Vergleicht man die Wirkung verschiedener Streptomycinkonzen- 
trationen in den einzelnen Temperaturbereichen, dann nimmt in jedem 
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Tabelle 1. Hinfluk von Penicillin auf die Lebendkeimzahl von M. pyogenes var. 


aureus bet tiefen Temperaturen 


Penicillinkonzentration in E Pe/ml 


0 (Kontrolle) 0,01 0,02 0,04 0,1 

Bea 110 9,19 = a8 a as 
1 9,09 9,04 8,95 8,90 8,85 

3 9,06 9,09 9,02 9,04 9,02 

6 8,93 8,88 8,88 8,87 8,75 

| 4 9,00 9,01 8,97 8,83 8,82 
3 8,90 8,91 = 8,72 8,75 

6 8,85 8,82 8,80 8,75 8,73 
=-f9°5| 1 9,02 9,09 8,95 8,95 8,96 
3 9,06 9,08 9,02 8,96 9,00 

6 8,98 8,94 8,95 8,91 8,85 


Tabelle 2. HinfluB von Streptomycin auf die Lebendkeimzahl von M. pyogenes var. 


| 0 (Kontrolle) 


aureus bet triefen Temperaturen 


Streptomycinkonzentration in ug/ml 


0,5 2 4 10 

ge S110 9,12 x al m1 = 
1 9,05 9,11 9,11 9,10 9,10 

3 = 8,86 8,87 8,90 8,87 

6 8,85 8,81 8,82 8,78 8,75 

Bee 1 9,02 8,98 9,01 9,02 8,96 
3 8,85 8,74 8,75 8,78 8,71 

6 8,67 8,67 8,67 8,64 8,67 

= 10°.|, 1 9,07 8,95 9,05 9,05 8,95 
3 8,95 8,93 8,92 8,90 8,82 

6 8,86 8,90 8,91 8,91 8,79 


Fall die Lebendkeimzahl mit wachsender Streptomycinkonzentration 
ab. Auch hier ist wie bei der Kontrolle festzustellen, da nach dem 
3. Versuchstag die Keimzahl praktisch konstant bleibt. Hervorzuheben 
ist ferner, daB subbakteriostatische Streptomycinkonzentrationen bei 
4° C und bei —5°C gegeniiber der Kontrolle nahezu ohne Effekt 
sind, bei —19°C aber eine deutliche Verminderung der Keimzahl 
bewirken. Der Effekt der héchsten Streptomycinkonzentration ist bei 
+4°C und bei —19°C vergleichbar. Bei —5°C ist dieselbe Kon- 
zentration sehr viel weniger wirksam, was bei dem nachfolgend be- 
schriebenen Versuch mit Pe ebenfalls zu beobachten ist. 

Bei Verwendung von Pe (Abb.2) in subbakteriostatischen bis tiber- 
bakteriostatischen Konzentrationen kann man grundsatzlich die 
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gleichen Aussagen machen. Lediglich bei —19° C ist die Wirkung der 
héchsten Pec-Konzentration nennenswert ausgepragter als bei +4°C 
im Gegensatz zum Str-Versuch. 

Die gleichzeitig durchgefiihrten Resistenzpriifungen sind insofern 
von Interesse, als in allen 3 Temperaturbereichen zwischen dem 3. und 
6. Versuchstag auch bei den héchsten Antibioticakonzentrationen die 
Keimzahl kaum mehr abnahm und die Keime demnach trotz mehrfach 
iiberbakteriostatischer Wirkstoffkonzentration tiberleben, obwohl die 
Keimkonzentration zu Versuchsbeginn von dieser Wirkstoffkonzen- 
tration beeinfluBt wurde. 

Die Resistenzbestimmung der Colibakterien ergab beim Str-Versuch 
eine mittlere Sensibilitaét von 0,94 ug Str/ml entsprechend der unter 
Standardbedingungen getesteten urspriinglichen Stammsensibilitat. 
Ausnahmen bildeten die Austestungen am 1., 3. und 6. Tag der Ver- 
suche bei +4°C, —5°C und —19°C mit der héchsten (vor der Re- 
sistenzpriifung ausgewaschenen) Str-Konzentration von 10 «g/ml, sowie 
die Austestungen vom 1., 3. und 6. Tag der Versuche bei —19° C und 
4 ug Str/ml. In diesen Fallen wurde eine mittlere Sensibilitat von 0,47 ug 
Str/ml gemessen. Im Gegensatz zu einer héheren Resistenz, die bei den 
in Antibioticalésung tiberlebenden Keimen erwartet wurde, wurde also 
scheinbar eine Resistenzminderung beobachtet, die allerdings nur eine 
Verdiinnungsstufe betrug. 

Dasselbe Ergebnis war noch deutlicher zu beobachten beim Versuch 
mit H. coli und Pe. Bei diesem Versuch blieb der mittlere Sensibilitats- 
wert des Ausgangsstammes von 973 E Pec/ml lediglich erhalten am 
1.—6. Tag bei +-4° C in der Kontrolle und am 1. und 3. Tag bei +4° C 
in den Versuchen mit 225—900 E Pe/ml. Bei der héchsten Pe-Kon- 
zentration fiel die Sensibilitaét in allen Temperaturbereichen bis auf 
11 E Pe/ml ab. Mit die tiefsten Werte von 46,8 Pc/ml und weniger 
wurden bei allen Pe-Konzentrationen bei —20°C am 1.—6. Tag beob- 
achtet. Auch bei diesem Pe-Versuch war also eine scheinbare Resistenz- 
minderung festzustellen. 

Der Versuch mit M. pyogenes (Tab.1 u. 2) ergab ein vollig anderes 
Bild als der mit Colibakterien. Bei langerer Aufbewahrung ist eine ganz 
geringe Abnahme der Lebendkeimzahl (Koloniezahl) in den Kontrollen 
ohne Antibioticazusatz zu beobachten, die jedoch in den gewahlten 
Temperaturbereichen von +-4°C bis —19°C ahnlich ist. Der Gegen- 
satz zum entsprechenden Versuch mit ZH. coli ist eindeutig. Zugaben von 
Pe in Konzentrationen von !/, bis zum 2,5fachen der Hemmkonzen- 
tration bewirken ebenso wie Zugaben von Str in subbakteriostatischen 
bis tberbakteriostatischen Konzentrationen gegeniiber den Kontrollen 
eine ganz geringe, gegeniiber den entsprechenden Versuchen mit Z. coli 
eine unbedeutende Abnahme der Keimzahl. Die bei diesen Versuchs- 
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serien ebenfalls durchgefiihrten Resistenzbestimmungen ergaben weder 
mit Pe noch mit Str eine Veraénderung der mittleren Sensibilitadt des 
Ausgangsstammes. 

Diskussion 

Innerhalb von 6 Versuchstagen nimmt die Lebendkeimzahl von 
E.coli bei einer Aufbewahrung der Suspension bei +4°C etwas zu, 
bleibt bei —5°C fast stationér und nimmt bei —19°C deutlich ab. 
Diese Kontrollversuche bestatigen die Ergebnisse von REEVES u. 
HaRRIson (1957). Str- und Pe-Zugaben in sub- und in tiberbakterio- 
statischen Konzentrationen bewirken in jedem Temperaturbereich eine 
Verminderung der Lebendkeimzahl, wobei subbakteriostatische Str- 
Konzentrationen bei —19°C, nicht aber bei +4°C oder bei —5°C 
eine zusatzliche Wirkung haben. Die Beobachtung, daB die hédchsten 
Str- und Pc-Konzentrationen den besten Effekt bei +4°C und bei 
—19°C haben, die kleinste Wirkung aber bei —5°C auftritt, kann 
vielleicht durch die Kontrolle erklart werden. Bei +4°C tritt eine 
langsame Zellvermehrung ein, wobei der Stamm wenigstens auf sehr 
hohe Antibioticakonzentrationen besser anspricht (HoBBy u. Dawson 
1944) als bei —5° C mit ziemlich konstanter Keimkonzentration. Der 
bei —19° C beobachtete starke Abfall der Keimzahl kann gleichzeitig 
ein Hinweis fiir eine erhohte Permeabilitaét sein, was zu einem besseren 
Effekt hoher Antibiotikakonzentrationen fiihren kann. 

Die Resistenzpriifung zeigt bei diesem Versuch nur dann eine schein- 
bare Resistenzminderung, wenn die Konzentration an Keimen besonders 
klein ist. Da die Inokulumgré8e aber eine besondere Rolle spielt bei 
Penicillinasebildnern (RantTz u. Kirwy 1944, Spryk u. Ferris 1947, 
Luria 1946), ist die scheinbare Resistenzminderung im Falle von 
E. coli und Pc besonders gro8. Die in den Antibioticalosungen der Ver- 
suche iiberlebenden Keime besitzen also keine genetisch fixierte, gegen 
den Ausgangsstamm erhéhte Resistenz, noch erfahren sie eine Resistenz- 
minderung. 

Im Gegensatz zu LE. coli zeigt sich M. pyogenes gegen die Temperatur- 
bedingungen des Versuchs sehr widerstandsfahig, worauf auch die Er- 
gebnisse von Horrer (1958) mit der Gefriertrocknung hinweisen. 
Dementsprechend sind in den Temperaturbereichen von +4°C bis 
—19° C auch die Antibioticawirkungen nur sehr gering. 


Zusammenfassung 
Die Lebendkeimzahl in einer Suspension von Z. coli nimmt bei +4° C 
langsam zu, nimmt bei —5° C wenig ab und fallt bei —19° C innerhalb 
von 24 Std stark, wihrend die Verringerung in den folgenden Tagen 
nur noch gering ist. Streptomycin und Penicillin vermindern in allen 
3 Temperaturbereichen die Keimkonzentration in Abhingigkeit von der 
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Antibioticumkonzentration. Subbakteriostatische Konzentrationen von 
Streptomycin haben bei —19°C eine zusiitzliche Wirkung. Die Re- — 
sistenz der in iiberbakteriostatischen Antibioticakonzentrationen bei 
diesen Temperaturen iiberlebenden Keime ist gegeniiber dem Ausgangs- 
stamm weder erhoht noch vermindert. 

M. pyogenes wird durch die gleichen Temperaturen verhaltnismaBig 
wenig beeinflu8Bt. Auch mehrfach iiberbakteriostatische Konzentrationen 
von Penicillin und Streptomycin haben unter diesen Versuchsbedin- 
gungen kaum eine Wirkung. Die Resistenz der tiberlebenden Keime 
ist gegeniiber dem Ausgangsstamm nicht verandert. 
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The Influence of Iron, Sulphite and Paraformaldehyde 
on the Formation of 2.3 Butanediol in the Cultures of 
Bacillus polymyxa 


By 
KRISHNA BAHADUR and S. RANGANAYAKI 


(Hingegangen am 8. November 1958) 


The production of 2.3 butanediol by various microorganisms (LE- 
DINGHAM et al. 1945, UNDERKOFLER 1948) and its formation in animal 
tissues (JARNEFELT 1955) have been much studied. 2.3 butanediol 
received added attention due to the increasing demand for rubber which 
stimulated the attempts to produce synthetic material resembling rubber 
in physical and chemical properties. 2.3 butanediol can easily be dehy- 
drated to 2.3 butadiene which is the basic material for the formation of 
the Buna type of synthetic rubber. 

A rigorous search is being made to pick out such microorganisms which 
produce a considerable quantity of 2.3 butanediol side by side with an 
earnest effort to investigate the mechanism of its formation, so that it 
may be possible to increase the yield of the glycol by activating the 
enzymes which help in its formation and inhibiting those which hinder 
it. It has been suggested that glycol is formed only as a reserve food for 
the organism (HoorEMAN 1950) and that it is reutilised subsequently 
by the organism. The conditions which favour the growth of the organisms 
usually do not favour the formation of the glycol (McCatt and GEorGI 
1954). This indicates that the glycol is formed only by a secondary 
reaction which starts under conditions unfavourable to cell growth. 

In this paper, we have investigated the role of ferric ions, sulphite ions 
and paraformaldehyde on the formation of 2.3 butanediol in the cultures 
of Bacillus polymyxa. The effect of iron on the fermentation and meta- 
bolism of some micro-organisms has been studied by some workers. The 
medium in which the formation of 2.3 butanediol is favoured has its 
oxidation-reduction potential towards reduction side. It has been 
reported that iron inhibits the production of riboflavin by Torulopsis, 
Candida and Clostridium acetobutylicum and iron behaves as a hydrogen 
carrier system (Hicky 1945). 

Investigating the role of iron on Corynebacterium diphtheriae, PAPPEN- 
HEIMER (1947) and PappeNHEIMER and HENDEE (1947) reported that 
the growth, toxin production and porphorin production by the organism 
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were slight with low level of iron. As iron was supplied toxin and por- 
phorin production soon reach a maximum and additional iron caused 
both to fall sharply while growth continued to increase. The cells grown 
in optimum level of iron showed a two band cytochrome system that 
was absent in iron deficient cells. 


Iron was found to influence considerably the products formed by — 


breaking up of glucose by Clostridium perfringens (PAPPENHEIMER and 
SHASKAN 1944). In the absence of iron lactic acid fermentation results. 
The presence of iron brings about the formation of acetate, butyrate, 
ethyl alcohol, hydrogen and carbon dioxide. Due to the reducing 
conditions present in the cultures of Sporovibrio desulfuricans sulphate 


is converted into sulphide. Here we have made an effort to investigate — 


the influence of sulphite ion on the formation of 2.3 butanediol in 
B. polymyzxa cultures and thereby on the reducing environment of the 
culture. Similarly the effects of iron and formaldehyde have been studied. 


Experimental 


Four culture media each containing K,HPO, 0.70 gm.; KH,PO, 0.30 gm.; 
MgSO, 0.16 gm.; (NH,).SO, 0.34 gm. and sugar 10 gm. were prepared. The different 
chemicals whose effect was to be studied were added in amounts indicated in the 
tables. The volume of each was 150 c.c. Flat bottom sigcol flasks of 250 c. ¢. 
capacity were used for the purpose. The flasks were cotton plugged and sterilised 


in an autoclave for 20 minutes at 15 lb. pressure. The culture media were incubated — 


at 30°C for 24 hours and then resterilised. Each was seeded with 50 c. c. of an 
actively growing culture of B. polymyxa. This seed culture was analysed for its 
contents. The cultures were allowed to incubate at 30°C for 10 days. With a 
sterilised pipette 50 c. c. of each culture was taken out and analysed, taking due 
precautions to avoid infection of the culture during transfer. Analyses were carried 
out 30 days after seeding and also 50 days after seeding. 

Reducing sugar present in the culture was estimated by direct titration with 
standard Fehling’s solution at boiling point using methylene blue as indicator near 
the end point. Total sugar was estimated as follows: 5 c.c. of the culture was 
hydrolysed by boiling for half a minute with dilute hydrochloric acid. To this after 
neutralisation of the acid, excess Fehling’s solution was added and boiled. The 
precipitated copper oxide was filtered and washed and dissolved in ferric sulphate. 
The ferrous sulphate formed was titrated against standard dichromate. From the 
results the amount of sugar in the whole culture was calculated. Butanediol present 
in the culture was estimated by the method of Mourrv and Dopk (1934). The 
results obtained are tabulated below. While calculating, the amount of sugar etc., 
present in the seed culture was also taken into account. 


Discussion 
The quantity of reducing sugar present in the controlled culture 
of B. polymyxa decreases between 10 and 30 days of fermentation but 
the quantity of reducing sugar in the culture slowly increases between 
30 and 50 days. Though the culture containing paraformaldehyde 
follows the same trend, in the culture containing sulphite or iron the 
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Observations 


Table 1. The effect of iron, sulphite and paraformaldehyde on the metabolism 
of B. polymyaa 


Percentage yield 
Acid FP tel vontthe® 


~ 2 : ; 

ae) Name of 2&| formed a- | on the bones 
o ic & in gm. con- F i 

ee chemical added z sg g sumed | Bediol basis of sugar 


eqvts. aon 


sumed 


— — 0.0003 4.64 | 5.68 | 5.10 | 1.116]10.5 | 21.9 


in gm. added 


Paraform- 
aldehyde 0.1 alk 2.2 5.06 | 5.72 
10 Sodium 
days} sulphite (al alk ee 4.29 | 6.49 | 0.620] 5.75 | 9.5 
Ferric- 
sulphate 0.1 | 0.0001 3.76 | 5.29 | 5.49 | 0.368] 3.4 7.03 
= — 0.0004 3.85 | 3.58 | 7.20 | 0.461] 4.3 6.4 
Paraform- 
aldehyde 0.1 alk 3.03 | 6.89 | 3.89 — — — 
30 Sodium- 
days} sulphite 0.1 | 0.0004 4.11 | 4.18 | 6.60 | 0.659] 6.1 9.98 
Ferric- 
sulphate 0.1 | 0.0004 4.84 | 4.85 | 5.93 | 1.022] 9.48 | 17.2 
= — 0.001 4.54 | 4.28 | 6.50 | 2.87 |26.6 | 44.2 
Paraform- 
aldehyde 0.1 alk 3.46 | 4.84 | 5.94 — — — 
50 Sodium- 
days} sulphite 0.1 | 0.0012 4,2 4.26 | 6.52 | 1.54 114.3 | 23.6 
Ferric- 
sulphate Oe OL00L2 5.32 | 4.22 | 6.66 | 2.69 |24.9 | 40.8 


(Sugar initially present = 10.78 gm. Total volume = 200 c.c.) 


quantity of reducing sugar gradually increases with the increase of the 
period of fermentation. 

In the control culture, the consumption of sugar by the organism 
increases between 10 and 30 days and then it slowly decreases. If para- 
formaldehyde is present in the culture, the sugar consumption rapidly 
decreases between 10 and 30 days and then slowly increases with the 
period of fermentation. The culture containing sulphite or ferric iron 
does not indicate any appreciable sugar consumption with the increase 
of the period of fermentation. 

The formation of 2.3 butanediol in the culture of B. polymyzxa indi- 
cates a downward trend between 10 and 30 days of fermentation. 
However, the formation of the glycol increases with the further in- 
crease of the period of fermentation. In the cultures containing sul- 
phite or iron the quantity of 2.3 butanediol formed after 10 days is 
considerably low as compared to the control culture but the formation 
of the glycol steadily increases with the increase of the period of 
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fermentation. No 2.3 butanediol is formed in the culture which con- 
tained paraformaldehyde though sugar consumption is observed in- 
dicating that the organism grows in the culture. 

It is interesting to note that though the formation of 2.3 butanediol 
increases in the control culture and in the cultures containing Fe+** 
and SO, between 30 and 50 days this is not followed by a parallel con- 
sumption of sugar during this period. 


Summary 

In B. polymyxa cultures containing sucrose as the substrate the 
amount of 2.3 butanediol decreases between 10 and 30 days of fermen- 
tation but after 30 days, the formation of the glycol increases. If iron 
or sulphite ions are present in the culture of B. polymyzxa the yield of 
2.3 butanediol is small in the first 10 days, as compared to the control 
culture but it gradually increases with the increase of the period of 
fermentation. This increase was observed upto 50 days. In the culture 
containing paraformaldehyde 2.3 butanediol is not formed. The sugar 
consumption in the cultures is high only during the first ten days of 
fermentation and after that though there is enough sugar present, it is 
not utilised and the amount of 2.3 butanediol goes on increasing. It 
appears that 2.3 butanediol is formed from some intermediate material 
formed during the period of high sugar consumption. Later the increase 
of 2.3 butanediol is due to its formation from the intermediate compound. 
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Beitrag zur Frage der funktionellen Bedeutung der Vesikel 
der endotrophen Myecorrhiza 
an Samlingen von Malus communis L. 


Von 
G. OTTO 


Mit 19 Textabbildungen 
(Eingegangen am 25. August 1958) 


Die Vesikel der endotrophen Mycorrhiza stellen neben den charakte- 
ristisch ausgebildeten Hyphen und Arbuskeln ein pragnantes Merkmal 
der endotrophen Wurzelverpilzung dar. 


Schon in den ersten Arbeiten iiber das Phanomen der endotrophen Mycorrhiza 
finden sich Angaben iiber das Auftreten der Vesikel und MutmaBungen iiber deren 
Bedeutung (Literatur bei K=LLEY 1950). Mit dem steigenden Interesse, welches dem 
Problem der Mycorrhiza nach den Arbeiten von FRANK (1885), ScHLicHT (1888), 
Sranx (1900) u.a. entgegengebracht wurde, haben sich auch die Angaben iiber 
aufgefundene Vesikel gehaéuft. Es scheint heute kaum noch eine Pflanzenart zu 
geben, fiir deren endotrophe Mycorrhiza nicht auch Vesikel registriert worden sind. 
Die Vesikel stellen also ein Merkmal dar, welches nicht nur weit verbreitet ist, 
sondern auch regelmaBig auftritt. Man geht daher sicher nicht fehl in der Annahme, 
da den Vesikeln der endotrophen Mycorrhiza im Lebensablauf der Mycorrhiza- 
pilze ganz bestimmte Funktionen zukommen miissen. Um so erstaunlicher ist die 
Feststellung, daB der Ergriindung dieser funktionellen Bedeutung der Vesikel im 
Verhaltnis zur gesamten Mycorrhizaforschung so wenig Raum gewidmet worden 
ist. Im gr6éBten Teil diesbeziiglicher Veréffentlichungen findet man lediglich An- 
gaben iiber das Auftreten der Vesikel, deren Form und Gréfe und mehr oder 
weniger begriindete Vermutungen iiber ihre Bedeutung. Danach soll es sich ent- 
weder um temporare Speicherorgane, um Dauerorgane der Pilze zur Uberwindung 
ungiinstiger Lebensbedingungen, um Infektionsquellen fiir neu auswachsende 
Wurzeln (durch Auskeimung der Vesikel mit Hyphen bzw. iiber die Ausbildung von 
AuBenvesikeln nach ScHRADER 19581), um Speicherorgane fiir die Wirtspflanze (!) 
oder schlieBlich um miBgliickte Versuche zur Sporenbildung handeln. Nur wenige 
Autoren, wie z. B. Macrovu (1925), PryRonex (1923), vAN DER Prt (1934) und 
neuerdings auch StEvERs (1958), sahen in den Vesikeln, auf Grund vorgefundener 
besonderer Ausgestaltung, Fortpflanzungsorgane der Pilze bzw. Méglichkeiten fiir 
eine Vermehrung auf vegetativem bzw. generativem Wege. 


Diesen wenigen Angaben ist leider keine besondere Aufmerksamkeit 
und kein besonderer Erfolg beschieden gewesen. Der Grund dafiir ist 
sicher in der sehr geringen Zahl entsprechender Beobachtungen zu 


1 Die Korrekturbogen dieser Arbeit wurden mir freundlicherweise zur Einsicht 


iiberlassen. 
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suchen, die oft in nur knapper Form dargestellt wurden (z. B. MCLENNAN 
1926) und von anderen Autoren nicht bestatigt werden konnten. 

SchlieBt man sich der Meinung an, daB die Vesikel Fortpflanzungs- 
organe der Mycorrhizapilze darstellen, so kann man zwei Méglichkeiten 
fiir eine weitere Klarung dieser Frage als gegeben betrachten: 1. die 
Reinkultur der endotrophen Mycorrhizapilze mit vergleichender cyto- 
logischer Analyse der Fruktifikationsorgane und der Vesikel, 2. die 
Beobachtung geeigneter Wurzelschnitte und cytologische Analyse der 
darin enthaltenen Vesikel. 

Zweifellos ist jedoch in den Schwierigkeiten, die sich in beiden Fallen 
einer exakten Untersuchung entgegenstellen, die Ursache fiir die geringe 
Zahl entsprechender Arbeiten zu suchen. So ist es bisher nicht gelungen, 
die endotrophen Mycorrhizapilze auf totem Substrat zu kultivieren. 
Selbst die aussichtsreichsten Versuche, isolierte Vesikel zum Keimen zu 
bringen, zeigten nach Brernarp (1911) und BuTLER (1939) keine be- 
friedigenden Ergebnisse. Bei den wenigen, scheinbar gegliickten Iso- 
lierungen fehlt entweder der exakte Nachweis, daB es sich um die 
entsprechenden Pilze handelt, oder die Pilze wiesen eine so geringe 
Wuchskraft auf, da8 sie ihr Wachstum bereits nach kurzer Zeit véllig ein- 
stellten. So lange es nicht méglich ist, die endotrophen Mycorrhizapilze 
wuchskraftig in Reinkultur und auf einem entsprechenden Substrat zur 
Bildung von Vesikeln zu bringen, mu der erstgenannte Weg zur Klarung 
der Bedeutung der Vesikel zwangslaufig ausscheiden. 

Auch in dem zweiten Fall stellen sich Schwierigkeiten ein, welche die 
Arbeiten zumindest langwierig gestalten. Aus der bereits erwahnten 
Seltenheit, mit der besonders ausgebildete Vesikel gefunden wurden, war 
zu schlieBen, daf das Auffinden entsprechender Stadien in Wurzel- 
schnitten nur bei Durchmusterung eines umfangreichen Materials 
erfolgversprechend ist. Als weitere Erschwerung kommt hinzu, daB 
weder tiber die Abhangigkeit des Auftretens der Vesikel vom Vegetations- 
ablauf noch von dkologischen oder anderen Faktoren eine einheitliche 
Meinung besteht. Wahrend z. B. Stmvers (1952) bei Alliwm-Arten ein 
besonders héufiges Auftreten im Frihjahr feststellt, gibt Rives (1923) 
fiir Vitis die Monate August—September an und ArcuLARIus (1928) 
berichtet tiber das Auftreten neuer Vesikel bei Hippophae im Winter. 
Jones (1924) u.a. machen schlieBlich darauf aufmerksam, da ihre 
Anzahl in den Wurzeln verschiedener Pflanzenarten und einzelner 
Pflanzen stark variiert. Lediglich Peyronrn (1923) macht fir derartige 
Untersuchungen eine wichtige Mitteilung. Er hebt hervor, da8 in ab- 
gestorbenen Wurzeln von Getreide- und Maispflanzen und wildwachsen- 
den Grasern Vesikel mit einer besonderen Ausgestaltung ihres Inhaltes 
in reichlichem Mae zu finden waren. Diese Feststellung fiihrt uns 
weitere Schwierigkeiten vor Augen, vermag jedoch die geringe Zahl 


4 


Funktionelle Bedeutung der Vesikel der endotrophen Mycorrhiza 375 


entsprechender, durch andere Autoren aufgefundener Vesikel zu er- 
klaren. So ist es gut vorstellbar, daB durch die erforderliche Behandlung 
der Wurzeln naturgema8 nur die im verhaltnismaBbig festen Zellverband 
stehenden, also meist lebende Wurzeln, zur mikroskopischen Analyse 
gelangen. Zum Zerfall neigende Wurzeln verbleiben im Boden oder 
gehen wahrend der Arbeitsprozesse verloren und entziehen sich so der 
Beobachtung. Es wird darauf noch zuriickzukommen sein. _Immerhin 
stellen die diesbeziiglichen Angaben PEYRONELS einen wertvollen Hin- 
weis dar. 


Material und eigene Beobachtungen 


Im Verlauf eigener Untersuchungen iiber das Auftreten und die Entwicklung 
der endotrophen Mycorrhiza an Apfelsamlingen wurde eine groBere Zahl Mikrotom- 
Langsschnitte von Simlingswurzeln untersucht'. Die Wurzeln wurden nach der 
Ausgrabung in Wasser ausgewaschen und in einer einprozentigen Formalinlésung 
ins Laboratorium transportiert. Dort erfolgte die endgiiltige Fixierung in Kalium- 
bichromat-Essigsaure nach Tellyesniczky, Romets (1948), die Farbung mit Baum- 
wollblau und die Entwiisserung in einer 7stufigen Alkoholentwasserungsreihe. In 
Ubergangsstufen gelangten die Wurzeln dann iiber Glycerin (zur Erweichung der 
Wurzeln) und Butanol als Intermedium bis zum Paraffin. Die Untersuchungen 
erstreckten sich iiber die jeweils ganze Vegetationszeit bis in den Winter hinein. 
Dabei konnten Beobachtungen an Vesikeln gemacht werden, die geeignet sind, 
unsere Kenntnisse iiber deren funktionelle Bedeutung zu erweitern. Obwohl diese 
Beobachtungen in bestimmter Hinsicht eine eindeutige und einheitliche Er- 
klarung der funktionellen Bedeutung der Vesikel noch nicht zulassen, scheint bei 
der relativen Seltenheit entsprechender Beobachtungen eine Verdffentlichung 
gerechtfertigt zu sein. Sie ist daher als Beitrag zur Diskussion dieser Frage auf- 
zufassen. 


1. Merkmale ,,normaler< Vesikel 


Die eigenen Beobachtungen iiber die Vesikelbildung und die Morpho- 
logie der Vesikel stimmen im allgemeinen mit den in der Literatur 
gefundenen Angaben iiberein (vgl. Keniey 1950). Hine vesikelbildende 
Hyphe schwillt terminal langlich-blasenformig an. In dieser Anschwellung 
sammelt sich, bei zunehmender VolumenvergroBerung, ein feingranu- 
liertes, kernreiches Plasma (Abb. 1). Ob die Kerne wahrend der Wan- 
derung zu dem neu gebildeten Vesikel Teilungsprozessen unterliegen, 
konnte nicht festgestellt werden. Die vesikelbildende Hyphe und der 
noch junge Vesikel haben in diesem Stadium sehr zarte Zellwande 
(Abb. 1). Erst mit zunehmendem Wachstum der Vesikel wird die Wand 


1 Kin Teil der hier wiedergegebenen Beobachtungen fand in der Dissertation: 
,,Untersuchungen iiber das Auftreten und die Entwicklung der endotrophen 
Mycorrhiza an ein- bis dreijahrigen Apfelsimlingen auf verschiedenen Stand- 
orten“: bereits kurze Erwahnung (Landwirtschaftlich-Gartnerische Fakultaét der 
Humboldt-Universitat zu Berlin, 1957. Druck in Vorbereitung). Dieser Arbeit sind 
auch nahere Angaben iiber die Fixierung, Farbung und weitere Behandlung der 
Wurzelpraparate zu entnehmen. 
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dicker und zeigt das allgemein bekannte Aussehen (Abb. 2). Der Vesikel- 
inhalt weist nun mehr oder weniger grobgranuliertes Plasma und zu- 
nehmende Mengen von Fetttropfen auf. In diesem Stadium findet man 
bei Serienuntersuchungen die meisten Vesikel. 

AuBer der terminalen Anlage der Vesikel kann auch eine intercalare 
erfolgen. Diese konnte jedoch nur sehr selten beobachtet werden, wobei 
die intercalaren Vesikel 
oft kleiner waren als 
die terminalen des glei- 
chen Objektes. Weiter 
kénnen die  Vesikel 
inter- und intracellular 
angelegt werden. Die 
intercellulare Anlage 
dominiert bei weitem. 
Man kann sich den 
Vorgang etwa so vor- 

, ’ stellen: eine zur Vesikel- 

Abb. 1. Erstes Stadium der Vesikelbildung, (Vergr.1:1050)  bildung neigende Hyphe 
wiachst in eine Inter- 

cellulare und findet dort die geeigneten Bedingungen fiir eine Volumen- 
vergroBerung. Der zuniachst lingliche Vesikel (Abb.1) legt sich den 
Zellwanden der Wurzelzellen an, die die Intercellulare umgrenzen. 


. Pais aq 


Abb.2. Terminaler Vesikel mit eingelagerten Fetttropfen. (Vergr. 1 : 600) 


Dabei kann er bereits seine langlich- bis rund-ovale Gestalt verlieren 
und zeigt, der Form der Intercellulare angepaBt, zum Teil eigen- 
artige Konturen. Schwillt er weiter an, so vermag er bei ausreichend 
hohem Innendruck den Zellverband weiter aufzureiBen und so die Inter- 
cellulare zu erweitern. Die aufgerissenen Spalten werden durch den 
nachdriingenden Vesikel ausgefiillt, der dadurch ein vielgestaltiges 
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Aussehen erhalten kann. Blasen- oder nasenférmige Ausstiilpungen an 
den Vesikeln, Kinschniirungen sowie eingeknickte Vesikel sind nicht selten. 
Vesikelformen, die durch solche Vorgiinge entstanden sind und. leicht 
eine spezifische Gestaltung vortauschen, scheint indessen keine besondere 
Bedeutung zuzukommen. Die seltener vorkommenden intracellularen 
Vesikel sind kleiner und meist rund. Erreichen sie die Gré8e der sie 
beherbergenden Wurzelzellen, so legen sie sich deren Innenwanden villig 
an und zeigen im Schnitt ein der Zellform entsprechendes Bild. Durch 
intracellulare Vesikel gesprengte Wurzelzellen wurden in keinem Fall 
beobachtet. 

Aus den geschilderten Merkmalen, die sich auch bei unseren Unter- 
suchungen immer wieder in erstaunlicher Einheitlichkeit darboten, 
lieBe sich leicht die SchluBfolgerung ziehen, daB die Vesikel tatsachlich 
nur temporare Speicherorgane der Pilze darstellen, wie dies von GALLAUD 
(1905), DemErER (1923) und anderen behauptet worden ist. 


2. Merkmale ,,besonderer< Vesikel 
Im folgenden sollen unter ,,besonderen‘‘ Vesikeln jene verstanden 
werden, die zu Vorstellungen iiber eine weitergehende funktionelle Be- 
deutung Veranlassung gegeben haben. Die sinnfalligsten Beobachtungen 


Abb.3. Zwei terminale, aneinandergelagerte Vesikel. (Vergr. 1: 420) 


dieser Art konnten in Wurzeln mit gehauft vorkommenden Vesikeln 
durch deren auffallende Stellungen zueinander gemacht werden. In 
zahlreichen Fallen fanden sich zwei Vesikel mit den terminalen Enden 
aneinandergelegt. Ihre Beriihrungsflichen waren meist mehr oder 
weniger abgeflacht, eng aneinanderliegend und parallellaufend (Abb. 3). 
Aneinanderlagerungen von mehr als zwei Vesikeln wurden ebenfalls 
beobachtet, wobei sich entsprechend der Art der Aneinanderlagerung 
mehr bzw. gréBere Beriithrungsflaichen der Vesikel ergaben (Abb.4). Die 
Entstehung der Vesikelgruppen kann man sich wie folgt vorstellen: in 
einer Intercellulare wird ein Vesikel angelegt, der mit zunehmendem 
Druck auf die umgebenden Zellen diese auseinanderdrangt und. die 
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Intercellulare gewaltsam erweitert. Wachst nun von einer anderen Seite 
ebenfalls eine zur Vesikelbildung neigende Hyphe in den noch nicht ganz 
gefiillten Raum dieser vergréBerten Intercellulare ein, so findet sie hier 
die giinstigsten Bedingungen vor. Beide Vesikel wachsen voneinander 
getrennt weiter, bis sie den zur Verfiigung stehenden Raum vollig aus- 
fiillen und zwangslaiufig enge Berithrungsflachen miteinander bekommen. 
Ihre Zusammenlagerung kann also rein zufallig sein. Stimmt diese An- 
nahme, so wird in der Regel einer der beiden Vesikel, und zwar der zuerst 


Abb.4. Ausgedehnte Bertihrungsfliichen zusammengelagerter Vesikel. (Vergr. 1 : 420) 


gewachsene, gréBer sein. Bei den meisten solcher Vesikelfunde konnte 
das auch bestatigt werden (vgl. Abb.3). 

Kine andere, nur unter Vorbehalten mégliche Erklarung fiir eine der- 
artige Zusammenlagerung der Vesikel kénnte aus Vorgiingen abgeleitet 
werden, wie sie z. B. bei den Oomyceten bzw. Zygomyceten vorkommen 
(GAUMANN 1949). In diesem Fall miiBte dann jedoch, auBer der lokalen 
Aneinanderlagerung der Vesikel, die nun als mannlich bzw. weiblich 
differenzierte Gametangien aufzufassen waren, das Vorkommen von 
Befruchtungsschlauchen bzw. eine direkte Verschmelzung der Ga- 
metangien erkennbar sein. An den abgebildeten und an zahlreichen 
ahnlichen Objekten aneinandergelagerter Vesikel konnten jedoch der- 
artige Feststellungen nicht eindeutig gemacht werden. Bis zur Er- 
zielung klarer und aufschluBreicher mikroskopischer Befunde sollte eine 
Erérterung in diesem Zusammenhang unterbleiben und die Zusammen- 
lagerung der Vesikel als zufillig angesehen werden. 

Aufer den SchluBfolgerungen, die bei entsprechenden Objekten aus 
der auBeren Form der Vesikel abzuleiten wiiren, vermag auch die Ge- 
staltung des Inhaltes der Vesikel Aufschlu8 tiber deren funktionelle 
Bedeutung zu geben. Das wiihrend der Vegetationszeit gesammelte 
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Wurzelmaterial ergab bei der mikroskopischen Analyse fiir den Vesikel- 
inhalt, wie bereits erwahnt, immer wieder das gleiche Bild. Die Hin- 
heitlichkeit dieser Merkmale war so ausgepragt, dafi zunadchst auch 
- daraus nur auf eine Funktion als Speicherorgane geschlossen werden 
konnte. Fir kiirzere Zeitspannen ungiinstiger Bedingungen fir die 
Mycorrhizapilze (z.B. Trockenperioden) ware eine solche Speicher- 
funktion denkbar, wobei der Vesikel mit der Hyphe in direkter Ver- 
bindung bleibt. Der Vesikel wird zum Nahrstoffreservoir. Bei wieder 
einsetzenden giinstigen Bedingungen verlauft der Proze® riicklaufig, und 
zurick bleibt der ent- 
leerte Vesikel. Leere Ve- 
_ sikel wurden bereits von 
GALLAUD (1905), DEME- 
TER (1923) u. a. beschrie- 
~ ben und konnten auch 
von uns sehr zahlreich 
festgestellt werden. Auf 
der anderen Seite ist es 
jedoch vorstellbar, dak 
fiir das Uberleben lan- 
gerer Zeitspannen un- 
_ giinstiger Lebensbedin- 


punse. (z. B. vegeta- Abb.5. Plasmaabgrenzung im Hyphenstiel eines Vesikels. 
tionslose Zeit) eine offene (Vergr. 1: 925) 

Verbindung zwischen 

der Hyphe und dem Vesikel nicht genugt. Fiir diesen Fall miiite 
eine Trennung des Vesikels von der Hyphe mit vorausgehender Ab- 
grenzung des Plasmas erfolgen. Als erster Schritt einer derartigen 
Plasmaabgrenzung kénnte das AuseinanderreiBen des Plasmas in 
den Hyphen in unmittelbarer Nahe der Vesikel angenommen werden 
(Abb.5). Nach weiterer Kontraktion des Plasmas erfolgt dann eine 
Trennung des Vesikels von der Hyphe mit volliger Enzystierung des 
Vesikels (Abb. 6). Die Vesikel ahneln in diesem Stadium zugeschmol- 
zenen Ampullen. Eine Stiitzung dieser Vorstellungen ergibt sich aus 
der Beobachtung, daf ,,enzystierte“ Vesikel mit Hyphen auszukeimen 
vermogen. Ahnliche Feststellungen wurden bereits durch GALLAUD 
(1905), Busrcw (1913) u.a. gemacht. Damit wiirde die Funktion der 
~ Vesikel von einer lediglich speichernden Tatigkeit in eine Funktion von 
Dauerorganen tibergehen, welche dem Pilz nach Zerfall der Wurzel auch 
die Infektion neuer Wurzeln zu einem spateren Zeitpunkt erméglicht. 
Uber welche Zeitspanne solche Vesikel keimfahig und damit infektions- 
tiichtig bleiben, kann zur Zeit natiirlich nicht beantwortet werden. 
Beide Funktionen miissen aber, trotz mancher Ahnlichkeiten, im 


380 G. Orro: 


Hinblick auf den Lebensablauf des Pilzes funktionell grundsatzlich 
voneinander unterschieden werden. 

Die funktionelle Bedeutung der Vesikel als tempordare Speicher- 
organe bzw. als Dauerorgane ist von zahlreichen Mycorrhiza-Forschern 
immer wieder angenommen worden. Sie bietet jedoch keinerlei Hinweis 
fiir eine Vermehrung der Mycorrhizapilze auf vegetativem oder genera- 
tivem Wege, die fiir eine Arterhaltung ohne Zweifel erfolgen muB. Da 
die Einheitlichkeit der Mycorrhizabilder waihrend der ganzen Vegetations- 
zeit keine Aussicht bot, entsprechende Stadien aufzufinden, lag es auf 


Abb. 6. Ampullenartig verschlossener Vesikel. (Vergr. 1 : 750) 


der Hand, diese in der Bodenphase der Pilze bzw. auf dem Weg von der 
Wurzelphase zur Bodenphase zu suchen. Fiir diese Untersuchungen 
wurden Wurzeln herangezogen, deren Entnahme nach Abschlu8 der 
Vegetationszeit, d. h. im Winter oder im zeitigen Frithjahr, erfolgt war. 
Bei diesem Material konnte damit gerechnet werden, daB auch solche 
Wurzeln zur Untersuchung gelangen, die, wie es fiir Obstgehélze bekannt 
ist (KOLESNIKOV 1955), bereits abgestorben sind, aber noch im urspriing- 
lichen Zellverband vorliegen. Fiir die Mycorrhizapilze bedeutet dieser 
Wurzelzustand die erste Stufe auf dem Weg von der Wurzel- zur Boden- 
phase. 

Die Richtigkeit dieser Vermutung und der entsprechenden Angaben 
PEYRONELS (1923) kann durch die vorliegenden Ergebnisse vollauf 
bestatigt werden. Es sei vorweggenommen, daf alle aufgefundenen 
Vesikel mit einer besonderen Ausgestaltung ihres Inhaltes fast aus- 
schlieBlich Wurzeln entstammen, die durch einen mehr oder weniger 
stark aufgelockerten Zellverband bereits ihren Zerfall zu erkennen gaben. 
Die Wiedergabe der aufgefundenen Vesikelstadien soll in einer Grup- 
pierung erfolgen, die lediglich zur Erhéhung der Ubersichtlichkeit vor- 
genommen wurde. 
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a) Vesikel mit besonders kernreichem Inhalt 


, Normale“ Vesikel voll intakter Wurzeln weisen auBer ihrem zum Teil 
fettreichen Plasma eine unterschiedliche Zahl von Kernen auf (KELLEY 
1950). Diese Kerne sind meist unregelmaBig im Vesikel verteilt und finden 


sich oft inden Plasmastrangen, 
die die im Vesikel zu bestimm- 
ten Zeiten auftretenden Vacu- 
olen umgrenzen. Zunachst war 
die unterschiedliche Farbbar- 
keit dieser Kerne auffallend. 
Wahrend sie z.B. zur Zeit der 
Vesikelbildung leicht farbbar 
erschienen, lieBen sie sich bei 
Vesikeln mit einer sehr groBen 
Zahl von Fetttropfen zum Teil 
gar nicht erkennen. Obwohl die 
Wurzelstiicke vor der Alkohol- 
entwasserungsreihe mit Baum- 
wollblau gefarbt und dement- 
sprechend durch die weitere 
Behandlung wieder stark ent- 
farbt wurden, behielten die 
Kerne in bestimmten Vesikeln 
ihre tiefblaue Farbe. Deuten 
diese Beobachtungen bereits 
auf Aktivitditsphasen der 
Kerne hin, so kann von Vesi- 
keln mit einer auBerst stark er- 
héhten Kernzahl nur gefolgert 
werden, daf auBer der Ein- 
lagerung eines gegentiber dem 
Hyphenkern reicheren Plasma 
auch eine Vermehrung der 
Kerne innerhalb der Vesikel 
stattgefunden haben mub 


Abb.7. Vesikel mit stark erhéhter Kernzahl. 
(Vergr. 1: 825) 


Abb.8. Vesikel mit gekammertem Inhalt. 
(Vergr. 1: 600) 


(Abb.7). Trifft diese Vorstellung zu, so mufs den Vesikeln, zumindest 
in einzelnen Fallen, eine Funktion zugesprochen werden, die tiber die 
Funktion eines einfachen Dauerorganes hinausgeht. Auf die médgliche 
Bedeutung kernreicher Vesikel wird noch eingegangen. 


b) Vesikel mit gekammertem Inhalt 


Wie der Abb.8 zu entnehmen ist, kann der Inhalt eines Vesikels 
durch Trennwinde in einzelne abgerundete oder auch gegeneinander 
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abgeflachte, polyedrische Portionen aufgeteilt werden. Obwohl bei diesen 
Vorgiingen auferst zarte Umhiillungen der einzelnen Plasmaportionen 
angetroffen wurden, konnten die denkbaren Anfangsstadien dieser 
Vorgiinge, z. B. Furchung oder Zerkliftung des Vesikelplasmas oder 
Sammlung des Plasmas um 
Vesikelkerne, nicht beobachtet 
werden. Weiter ist der Abb.8 
zuentnehmen, da die anfangs 
noch sehr diinnwandigen Ve- 
sikel (vgl. Abb. 1 u. 2) wahrend 
dieser Vorgange deutlich ver- 
dickte Zellmembranen  auf- 
weisen. Wie an einigen Ob- 
jekten beobachtet werden 
konnte, handelt es sich bei die- 
ser Wandverdickung um eine 
endogen angelagerte Schicht. 


c) Vesikel mit Sporen 


Abb.9. Fortgeschrittene Kammerung des 4 
Vesikelplasmas, (Vergr. 1: 700) bzw. Sporenbildung 


Nach den dargelegten Be- 
ae he obachtungen stellt sich die 
™ ' “ss «Frage nach der Weiterent- 

DS ae wicklung dieser gekammerten 
Vesikel. Vorstellbar ware, daB 
die eingetretene Kammerung 
des Vesikelinhaltes im Sinne 
einer zunehmenden Verselb- 
standigung der einzelnen Teile 
fortschreitet und iiber eine 
kraftigere Umwandung zur 

i aS ~  *  Ausbildung von Sporen fihrt. 
wens atl ai vee Penns ws Liesp RAGE wird sdpehiigs 
Pee WH BY ee gant : Abb. 9, 10 u. 11 bestitigt, so 
daB sich von den ersten be- 
obachteten Stadien der Abgrenzung einzelner Plasmaportionen bis zu 
fertig entwickelten Sporen eine liickenlose Entwicklung verfolgen laBt. 
Vesikel mit erkennbarer Sporenbildung konnten haufig beobachtet werden, 
Vesikel mit voll entwickelten Sporen dagegen sehr selten. In einigen 
Fallen befanden sich die Sporen nicht mehr in den Vesikeln, sondern 
bereits in dem zerfallenden Wurzelgewebe um die Vesikel verstreut. 
Die Sporen sind in der Regel rund-elliptisch, einseitig eingedriickt, 
erscheinen inhaltlos durchsichtig und gleichen in ihrer Form Eier- 
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bechern ohne Stiel oder einseitig eingedriickten Gummibillen. Am 
Rande dieser Einstiilpung weisen sie einen Durchmesser von durch- 
schnittlich 12,5 4 und dazu senkrecht eine Héhe von 7,5 w auf. Wie 
der Abb.11 zu entnehmen ist, konnten auch Abweichungen von der 
Becherform der _ Vesikel- 
sporen beobachtet werden. 
Da_ solche Veranderungen 
der Sporenform jedoch nur 
in noch ganz _— geschlos- 
senen Vesikeln gefunden 
wurden und Sporen auBer- 
halb der Vesikel stets die 
Becher- bzw.  citronen- 
form aufwiesen, kann 
wohl angenommen werden, 
daB es sich hierbei nicht 
um grundsatzlich variable 
Sporenformen oder um 
Schrumpfungen handelt, 
sondern um Formverande- 
rungen, die durch den 
gegenseitigen Druck der 
Sporen in den Vesikeln 
entstanden sind. Man kann 
sich leicht vorstellen, dafi 
diese Sporen nach dem 
volligen Zerfall der Vesikel- 
wand und der Wurzeln in 
den Boden gelangen, mit 
Hyphen bzw. Sporangien 


< ry A Abb.12. A citronenformige, B becherférmige, 
keimen und so wieder in C keimende citronenférmige Spore. 


neue Wurzeln  eindringen (Verges 11,600) 


kénnen. Die Keimung der 

Sporen konnte vereinzelt in Schnitten von Wurzeln beobachtet werden, 
deren Rindengewebe fast véllig zerfallen war. Keimende Sporen 
erschienen lainglich-oval mit citronenformiger Gestalt (Abb.12, A), 
einer Linge von 10—12,5 u und einer Breite von 7,5 yw, deren Keim- 
hyphen, mit einem Durchmesser von 2,25 uw, an einer der Spitzen dieser 
Sporen auftraten (Abb. 12, C). An becherformigen Sporen konnten 
jedoch ebenfalls Keimhyphen am Rande ihrer Kinstiilpung beobachtet 
werden. Ob es sich bei den citronenférmigen Sporen um eine Quellung 
der Bechersporen oder lediglich um eine Aufsicht auf die keimenden 
Bechersporen handelt, konnte nicht mit Sicherheit festgestellt werden. 


Arch. Mikrobiol., Bd. 32 Pail 
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d) Vesikel als Gametangien 

Die geschilderten Beobachtungen lassen mit einer spater noch zu 
behandelnden Einschrankung klar erkennen, daB die Vesikel zur Sporen- 
bildung befahigt sind und damit auch als zur Fortpflanzung befahigte 
Organe der Mycorrhizapilze zu betrachten sind. Unbeantwortet bleibt 
aber die Frage nach der Art der Fortpflanzung. Nach den bisher dar- 
gestellten Objekten scheint die Kammerung in den Vesikeln fir eine 
ungeschlechtliche Fortpflanzung zu sprechen. Im Verlauf der Unter- 
suchungen fanden sich jedoch auch Objekte, die zumindest Anhalts- 
punkte fiir die Fahigkeit 
der Vesikel zur ge- 
schlechtlichen Fortpflan- 
zung liefern. 

So ist in Abb.13 ein 
Vesikel wiedergegeben, 
der auf einer Seite einen 
Inhalt aufweist, wie er 
in den meisten anderen 
~ Vesikeln vorgefunden 

a FO my Gu wird. In seiner anderen 
Abb.18. Vesikel mit differenziertem Plasma. (Vergr. 1 : 625) Halfte hat sich aber kreis- 
formig um einen dunk- 

leren, zentralen Punkt (in der Abbildung schlecht erkennbar) ein fein- 
granuliertes Plasma ausgebildet. Dieses feingranulierte Plasma schmiegt 
sich auBerdem als dinner Streifen (in der Abbildung ebenfalls nur 
schwach erkennbar) der Innenwand des Vesikels an. Es liegt nahe, 
diesen Vorgang z. B. mit der Ausbildung einer Oosphare in Verbindung 
zu bringen. Das wirde bedeuten, daf sich manche Vesikel als weiblich 
differenzierte Gametangien darstellen kénnen, und daf demnach auch 
ein Befruchtungsvorgang und miannlich differenzierte Vesikel bzw. 
Antheridien zu erwarten sind. Schon Abb. 13 gibt hierfiir einen Hinweis. 
Die schmale Auflagerung an der aéuBeren Vesikelwand an der Seite, von 
der die Plasmaumgestaltung ausgeht, kénnte den Ansatz eines Antheri- 
diums oder ein kollabiertes Antheridium darstellen. Ein weiterer Hin- 
weis dieser Art findet sich in der Abb.14. Hier endet an einem Vesikel, 
dessen Inhalt sich in der beschriebenen Weise aufzuspalten beginnt, 
cine starke Hyphe (Antheridium?), die in ihrer terminalen Erweiterung 
direkt an der Vesikelwand deutlich zwei Kerne aufweist. Interessant 
war bei diesen Objekten die Beobachtung, daB auf der Seite der Be- 
rihrung zwischen den vermutlichen Antheridien mit den vermutlich 
weiblich differenzierten Vesikeln immer auch der offensichtliche Aus- 
gangspunkt der Umgestaltung des Plasmas zu finden war. Leider ist es 
in keinem Fall gelungen, die Herkunft dieser vermutlichen Antheridien 
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aufzufinden. Lediglich Abb.15 vermag einen Hinweis zu geben. Einer 
der beiden nahe beieinander liegenden Vesikel wachst mit einer an der 
Spitze angeschwollenen Hyphe auf den anderen Vesikel zu, der bei 
intensiv gefarbtem, feingranuliertem Plasma eine kreisformige Vacuole 
aufweist. Méglicherweise haben wir es hier mit geschlechtlich verschieden 


ee " as. ¥ “i b Nes 


Abb.14. Vesikel mit gekammertem Inhalt; links, an den Vesikel angelegt, befindet sich eine terminal 
erweiterte Hyphe mit 2 Kernen. (Vergr. 1: 825) 


Abb.15. Vesikel mit feingranuliertem Plasma und Vacuole; daneben mit terminal erweiterter Hyphe 
auskeimender Vesikel. (Vergr. 1 : 450) 


differenzierten Vesikeln zu tun, deren Kopulation durch einen hyphen- 
artigen Auswuchs des einen Vesikels erfolgen soll. 

AuBer in den Abb.13, 14 u. 15 finden wir auch in den Abb.16 u. 17 
einen weiteren Hinweis fiir eine mégliche geschlechtliche Differenzierung 
der Vesikel. Abb.16 zeigt einen der GréBe und Form nach normalen 
Vesikel, in dessen Plasma Kerne als dunkle Punkte erkennbar sind. 
Daneben, dicht an die Vesikelwand angeschmiegt, befindet sich eine in 
spiraliger Windung an den Vesikel herangewachsene, terminal stark er- 
weiterte Hyphe, in deren Erweiterung wieder zwei Kerne erkennbar 
sind. Diese Kerne und die des Vesikels sind gut angefarbt, etwas ver- 
groBert und weisen nicht scharf abgegrenzte Konturen auf. Abb. 17 stellt 
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dasselbe Objekt in einer anderen Ebene dar. Hier kann man zwischen 
dem Vesikel und der Erweiterung der Hyphe einen Porus feststellen, 
der durch eine Verschmelzung der Membranen entstanden sein muB. 
Die Plasmen sind jedoch voneinander getrennt und lassen noch keine 
Anzeichen fiir die Aus- 
bildung eines Befruch- 
tungsschlauches bzw. 
einer Plasmaverschmel- 
zung erkennen. Der Ko- 
pulationsvorgang selbst 
konnte in keinem 
Fall eindeutig festge- 
stellt werden. Lediglich 
Abb. 18 zeigt ein Ob- 
jekt, bei dem es sich 
me = ; mdoglicherweise um 
Abb.16. Vesikel Hee Baeay cise ie en erweiterter einen Befruchtungs- 
schlauch wahrend der 
Durchwachsung durch 
das Periplasma_ eines 
weiblich differenzierten 
Vesikels handelt. 

Nach den hier vor- 
liegenden Beobachtun- 
gen, die nur eine Aus- 
wahl aus einer gréBeren 
Anzahl ahnlicher Beob- 
achtungen _darstellen, 
kann abschlieBend an- 

: = : genommen werden, dah 

Abb.17. Porus zwischen Vesikel und erweiterter Hyphe ‘ c ‘ 

der Abb. 16, (Vergr. 1: 900) wir in den Vesikeln 
der endotrophen Mycor- 
rhiza bei Apfelsimlingen nicht nur Speicher- und Dauerorgane, sondern 
grundsitzlich auch Vermehrungsorgane der entsprechenden Pilze zu 
sehen haben. Dagegen kann die Frage nach der Fahigkeit der Vesikel 
zur geschlechtlichen oder ungeschlechtlichen Vermehrung noch nicht 
eindeutig beantwortet werden. Obwohl sich fiir beide Méglichkeiten 
Hinweise ergeben, wird eine endgiiltige Klarung weiteren Beobachtungen 
vorbehalten bleiben miissen. In diesem Zusammenhang sei auf eine 
Feststellung hingewiesen, die eine weitere Erklirung fiir die Selten- 
heit entsprechender Beobachtungen geben kann. 

Wie schon erwahnt, hat PEyRoNEL (1923) festgestellt, da Vesikel mit 

solchen besonderen Funktionen vorwiegend in abgestorbenen Wurzeln 
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zu finden sind. In Ubereinstimmung damit gehen auch die eigenen 
Beobachtungen fast ausschlieBlich auf Wurzeln zuriick, die keinen 
festen, lebenden Zellverband mehr aufwiesen. Allerdings stellen ,,ab- 
gestorbene“ Wurzeln nicht die einzige Bedingung fiir das Auffinden 
solcher Vesikelstadien dar. So konnten z. B. bei Untersuchungen von 
Wurzeln mehrerer Sadmlinge eines Standortes und eines dafiir giinstigen 
Ausgrabungstermines in den Wurzeln fast aller Samlinge nur ,,.normale” 
Vesikel gefunden wer- 
den. In den Wurzeln 
einzelner Samlinge da- 
gegen fanden sich be- 
_sondere Vesikelstadien 
in gehaéuftem MaBe. Das 
laBt darauf schlieBen, 
da8 zur Einleitung sol- 
cher Vorgainge in den 
Vesikeln ein ganz be- 
stimmter Zustand des 
Gewebezerfalls bzw. ein Mic ag 
bestimmter physiolo- Abb.18. Vesikel, méglicherweise mit Befruchtungsschlauch 
gischer Zustand der und Periplasma. (Vergr. 1: 500) 
Wurzeln vorhanden sein 
mu. Dieser tritt bei Wurzeln vergleichbarer Samlinge nicht zum 
gleichen Zeitpunkt ein. Méglicherweise kommt hier den osmotischen 
Veranderungen um die Vesikel wahrend des Wurzelzerfalles eine 
besondere Bedeutung zu. In dieser Beobachtung bestatigt sich die 
eingangs gemachte Vermutung, dal das Finden aufschluBreicher Ve- 
sikelstadien an die Durchmusterung eines sehr umfangreichen Materials 


gebunden ist. 


Diskussion 


Durch die vorliegenden Beobachtungen kann auch fiir Apfelsamlinge 
die Auffassung von PEyRONEL (1923) bestiitigt werden, der die Vesikel 
der endotrophen Mycorrhiza an Gramineen und beim Mais als sporen- 
bildende Organe beschrieb und abbildete. Handelt es sich bei den Ve- 
sikeln also um Fruktifikationsorgane, so muf bei der Eroérterung dieser 
Frage die systematische Stellung der Mycorrhizapilze Beriicksichtigung 
finden. Die systematische Stellung der Endophyten ist jedoch nach wie 
vor ein ungeldstes Problem. Es sei hier darauf hingewiesen, daB die sehr 
unterschiedlichen Ergebnisse in der Mycorrhizaforschung eine einheit- 
liche Erklarung ihrer Bedeutung fiir die Pflanzen bisher nicht zulassen. 
Wie Ramsporrom (zit. bei Hartey 1949) feststellt, erfordert jedes 
Objekt ein gesondertes Studium. Diese Forderung diirfte in ganz 
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besonderem Mae fiir die Frage der systematischen Stellung der My- 
corrhizapilze und damit auch fiir die funktionelle Bedeutung der Vesikel 
zutreffen. Wenn hier trotzdem ein Vergleich der eigenen Beobachtungen 
mit denen anderer Autoren an anderen Pflanzenarten unternommen 
wird, so nur aus Mangel an entsprechenden Angaben iiber die Endo- 
phyten von Obstgehélzen und unter dem Vorbehalt, da es sich um 
nicht identische Pilze und um nicht vergleichbare Bedingungen handeln 
kann. 

PEYRONEL (1923) laBt die Frage nach der systematischen Stellung 
der von ihm untersuchten Endophyten offen, vermutet jedoch, daf sie 
mit groBer Wahrscheinlichkeit der Gattung Hndogone zuzuordnen sind. 
Dieser Meinung haben sich neben BuTLEerR (1939) auch Mosse (1956) 
und Nicouson (1958) angeschlossen. Mosszs SchluBfolgerungen beruhen 
jedoch auf Impfversuchen mit Hndogone-Fruchtkérpern bzw. auf der 
Beobachtung direkter Hyphenverbindungen zwischen diesen und Erd- 
beerwurzeln. Ebenso fand Nicoxtson direkte Verbindungen zwischen 
Endogone-déhnlichen Fruchtkérpern und dem endophytischen Mycel 
in den Wurzeln von Festuca rubra var. arenaria und Ammophila arenaria. 
Vergleicht man die hier wiedergegebenen Beobachtungen mit den 
Angaben von PEYRONEL (1923) und BUTLER (1939) sowie mit den von 
Bucuoutz (1912), THaxtTEer (1922) und WaLKER (1923) angegebenen 
Merkmalen fiir Endogone, so ergibt sich teilweise eine gute Uberein- 
stimmung. Danach wiirden die von uns beobachteten Vesikel den 
Sporangien entsprechen, wie sie von Bucwourz (1912) fiir die Art 
Endogone pisiformis Link beschrieben werden, die bei THAXTER (1922) 
jedoch unter Endogone malleola Harkn. zu finden ist. Nun besteht aber 
durch das Fehlen einer deutlich ausgepragten Membran zwischen dem 
Vesikel und der Hyphe ein grundsatzlicher Einwand gegen die Vor- 
stellung, daB es sich bei den Vesikeln um reproduktive Organe handelt. 
Die Angaben in der entsprechenden Literatur sind sehr unterschiedlich. 
In den eigenen Untersuchungen konnte der Nachweis einer derartigen 
Membran nicht erbracht werden. Es ware jedoch zu erwiagen, ob andere 
,»VerschluBarten die Funktion dieser Membran iibernehmen kénnen. 
Hier sei an die Plasmaabgrenzung im Hyphenstiel der Vesikel erinnert 
(Abb.5), sowie an den ampullenartigen Verschlu8 der Vesikel (Abb.6) 
oder an die Ausbildung besonders starker Vesikelwénde. Diese kénnten, 
entsprechend den Chlamydosporen bei Hndogone, durch ihre Fort- 
setzung bis in den Hyphenstiel ebenfalls zu einer Trennung der Plasmen 
fiihren. Dariiber hinaus sollen nach Bucwoitz (1912) die Sporangien 
von Hndogone lange Zeit mit ihrem Hyphenstiel in offener Verbindung 
bleiben oder manchmal durch ein dichteres Plasma pfropfenartig ver- 
schlossen werden. SchlieSlich sei in diesem Zusammenhang auf die 
Angaben von Bucnourz (1912) hingewiesen, wonach der obere Stiel 
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der Sporangien ebenfalls an der Sporenbildung teiinehmen kann. Diese 
Beobachtung konnte auch fiir die Vesikel bestiatigt werden (Abb. 19). 

Die Bildung der Sporen in den Vesikeln stimmt mit der von BucHOLTz 
(1912) beschriebenen Bildung der Sporangiosporen bei Hndogone gut 
iiberein. Dagegen zeigt ein Vergleich der von PreyRonet (1923) und der 
von uns gefundenen Sporen gewisse Unterschiede. Nach PEryYRONEL 
(1923) sind die Sporen elliptisch, citronenformig, glasdurchsichtig oder 
granuliert, von konstanter Form und Gréfe. Becherformige Sporen 
werden von PEYRONEL (1923) nicht erwahnt. Es kann nur angenommen 


Abb.19. Vesikel mit Sporenbildung auch im Hyphenstiel. (Vergr. 1: 800) 


werden, da er entweder diese Sporenform in seinen Objekten nicht 
gefunden hat oder da es sich bei den von ihm untersuchten Endo- 
phyten um eine andere Pilzart gehandelt hat. Letzteres wurde auch 
eine Erkliarung fir die etwas gréBeren citronenférmigen Sporen 
(17—24u x 9—15) darstellen. Allerdings muf hier eine Angabe von 
Waker (1923) beriicksichtigt werden, wonach die SporengroBe bei 
Endogone malleola je nach dem Typ der Sporangien sehr unterschiedlich 
sein kann. 

Die Beobachtungen, die auf eine geschlechtliche Differenzierung der 
Vesikel hindeuten, lassen zuniichst keine Beziehung zu den entsprechen- 
den Vorgingen bei Hndogone erkennen. Weder die Zygosporenbildung 
noch der typische Kopulationsvorgang konnten an unserem Material 
beobachtet werden. Die Abb.13—18 lassen vielmehr eine Ahnlichkeit 
mit solchen Vorgiingen bei den Oomyceten vermuten. VAN DER PIJL 
(1934) hat bereits die Endophyten von Burmannia candida zu den 
Oomyceten gestellt, doch ist ihm und anderen Autoren der eindeutige 
Nachweis anscheinend nicht gegliickt. Da auch wir in keinem Fall die 
Differenzierung des Vesikelplasmas in ein echtes Oo- und Periplasma, 
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das eindeutige Auftreten von Befruchtungsschlauchen und die Aus- 
bildung von Oosporen finden konnten, diirfte eine Erérterung dieser 
Frage wenig Erfolg versprechen. 

Kine rein hypothetische Vorstellung tiber die scheinbare Fahigkeit der 
Vesikel zur geschlechtlichen und ungeschlechtlichen Vermehrung sei 
jedoch noch angefiigt. Unterstellen wir zunachst, daB die Endophyten 
der Gattung Endogone angehdéren, so hatte die Befruchtung in Form 
einer Kopulation der Gametangien zu erfolgen, wie dies von BUCHOLTZ 
(1912) beschrieben worden ist. Innerhalb des lebenden Wurzelgewebes 
koénnten jedoch fiir derartige Vorginge ungiinstige Bedingungen herr- 
schen, so daB der Pilz die hierfiir bestimmten Elemente zunachst in 
einem Vesikel (Dauerspore) deponiert. So geschiitzt, wird das Absterben 
und der Zerfall der Wurzel abgewartet. Durch eine hyphenartige Ver- 
bindung zwischen geschlechtlich verschieden differenzierten Vesikeln 
(vgl. Abb.15) kénnten nun z. B. die zur Befruchtung privilegierten 
Kerne eines besonders kernreichen Vesikels (vgl. Abb.7) an einen weib- 
lich differenzierten Vesikel herangebracht werden (vgl. Abb. 14, 16). 
Bleibt diese Verbindung aus, so kénnen sich die Vesikel entweder zu 
Sporangien oder Azygosporen entwickeln oder wieder mit Hyphen 
auskeimen. Mit dieser Hypothese laBt sich die Ansicht von WALKER 
(1923) vereinbaren, die in den Chlamydosporen, Sporangien und Zygo- 
sporen von Hndogone nur verschiedene Stadien eines Pilzes vermutet. 
Auch Bucuotrz (1912) erwagt die Méglichkeit, daB die Hndogone- 
Arten, von denen jeweils nur eine reproduktive Form bekannt ist 
(Sporangium oder Zygospore), in Wirklichkeit nur die geschlechtliche 
und ungeschlechtliche Vermehrungsform einer Art darstellen. SchlieBlich 
wirden die Endophyten, entsprechend den Angaben von BucHoLTz 
(1912) fiir Hndogone, dadurch eine deutliche Stellung zwischen den 
Oomyceten und Zygomyceten einnehmen. Neben dieser Vorstellung 
muB aber auch die Méglichkeit erwaihnt werden, daB an der Mycorrhiza 
einer Pflanze verschiedene Pilzarten beteiligt sein kénnen. HAWKER u. 
Ham (1957) haben erneut auf diese Méglichkeit hingewiesen. In diesem 
Fall waren die von uns beobachteten Stadien der Vesikel jeweils ver- 
schiedenen Pilzarten zuzuordnen. Erst weitere Arbeiten werden hier 
eine Klarung bringen kénnen. 

Kin Einwand gegen die Sporenbildung in den Vesikeln soll hier noch 
Krwahnung finden. PeyroneL (1923) hat darauf hingewiesen, da die 
sporenbildenden Vesikel vorwiegend in abgestorbenen Wurzeln zu 
finden sind und demnach einer erhéhten Infektionsgefahr durch andere 
bodenbewohnende Pilze ausgesetzt sind. Nach seiner Meinung kénnte 
es sich um Chytridiaceae handeln, die in die Vesikel eindringen, um dort 
zu fruktifizieren, und so Vesikelsporen vortiuschen. In den verhiiltnis- 
maBig zahlreich aufgefundenen Vesikeln konnten jedoch eindeutige 
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Beobachtungen dieser Art nicht gemacht werden. Nur in ganz verein- 
zelten Fallen wurden in Vesikeln Hyphen vorgefunden, die als Fremd- 
infektionen erkennbar waren. Obwohl kaum Bedenken gegen eine 
Deutung unserer Beobachtungen als vesikeleigene Vorgainge bestehen, 
sollte dieser Frage weiterhin Beachtung geschenkt werden. 


Zusammenfassung 


An zahlreichen Langsschnitten von Samlingswurzeln von Malus 
communis L. konnten Beobachtungen gemacht werden, die geeignet 
sind, die Kenntnisse iiber die funktionelle Bedeutung der Vesikel endo- 
tropher Mycorrhizen zu erweitern. 

1. In Ubereinstimmung mit den Angaben in der Literatur wird die 
Bildung und Morphologie der Vesikel beschrieben. 

2. Die Form der Vesikel wird weitgehend von dem sie umgebenden 

Wurzelgewebe bestimmt; ihr Inhalt weist normalerweise fein- oder grob- 
granuliertes Plasma mit zahlreich eingelagerten Fetttropfen auf. 

3. Neben der bekannten Ausgestaltung des Vesikelplasmas weisen 
besonders kernreiche sowie gekammerte Vesikel auf ihre Funktion als 
Fruktifikationsorgane hin. 

4. Der Nachweis konnte durch das Auffinden verschiedener Sporen- 
bildungsstadien sowie becherférmiger Sporen in den Vesikeln erbracht 
werden. 

5. Besondere Differenzierungen des Vesikelplasmas und vermutliche 
Beziehungen zwischen eng an die Vesikel angelegte, terminal erweiterte 
Hyphen deuten eine mégliche Funktion der Vesikel als geschlechtliche 
Vermehrungsorgane an. Da hierfiir ein eindeutiger Nachweis nicht 
erbracht werden konnte, muB die Frage nach der Fahigkeit der Vesikel 
zur geschlechtlichen oder ungeschlechtlichen Vermehrung vorerst 
unbeantwortet bleiben. 

6. Die systematische Stellung der Mycorrhizapilze wird auf Grund 
der beobachteten Vesikel diskutiert. Obwohl verschiedene Merkmale 
fiir eine Zugehérigkeit der Endophyten zur Gattung Hndogone sprechen, 
kann auch hier ein endgiiltiges Urteil nicht abgegeben werden. 
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(Aus dem Institut fiir technische Hygiene und Mikrobiologie, Technische Hoch- 
schule Dresden, und dem Hygiene-Institut der Medizinischen Akademie Dresden 
Carl Gustav Carus‘‘) 


Uber die antagonistische Wirkung aerober Sporenbildner 
gegentiber pathogenen Hautpilzen 


Von 
RENATE BLASCHKE-HELLMESSEN 


Mit 8 Textabbildungen 


(Hingegangen am 2. November 1958) 


Das Beieinanderleben verschiedenartiger Mikroben in einem gemeinsamen 

Lebensraum und ihre Wechselbeziehungen, seien sie wachstumsférdernder oder 
-hemmender Natur, haben die mikrobiologische Forschung in den letzten Jahr- 
zehnten besonders beschaftigt. Die Untersuchungen letztgenannter Art fanden 
ihre Krénung in der Auffindung antimikrobiell wirkender Substanzen — den 
Antibiotica —, die in der Bekampfung von Infektionskrankheiten bereits Her- 
vorragendes geleistet haben. Das unter dem EinfluB der antibiotischen Therapie 
sich entwickelnde und haufig bearbeitete Phanomen der Resistenz einiger Mikroben 
gegeniiber den antibiotischen Medikamenten gab Veranlassung, die Suche nach 
neuen Praparaten allerorts fortzusetzen. 

Eine andersartige Situation ergibt sich demgegeniiber fiir das Gebiet 
der medizinischen Mycologie. Noch immer besitzt namlich der Kliniker 
kein Mittel der Wahl, das die oft sehr hartnaéckigen Mycosen wirksam 
und rasch zu heilen vermag. Die Behandlung von Pilzinfektionen muB 
sich heute vor allem auf die Chemotherapie stiitzen, da sich die thera- 
peutisch wichtigsten Vertreter der Antibiotica bisher gegen die mensch- 
lichen Mycosen als unwirksam erwiesen haben, mit Ausnahme des 
Penicillins, das sich bei der Behandlung der Actinomycose bewahrt hat. 
Dieser Tatbestand hat in Anbetracht der allgemein beobachteten zu- 
nehmenden Verbreitung der Mycosen der regen Suche nach neuen 
fungiciden und fungistatischen Antibiotica, in der Hoffnung, eines Tages 
ein wirksames Antimycoticum finden zu kénnen, starke Impulse gegeben. 

In erster Linie wurden bisher Actinomyceten aus dem Erdboden isoliert und 
auf ihre antimycotische Aktivitat gegeniiber pathogenen Hautpilzen untersucht 
(Scuatz u. Hazen 1948, Urt 1957, WoznicKa u. a. 1957). Scwatz u. Hazen fanden 
51°/, von den 243 von ihnen aus dem Erdboden isolierten Actinomyceten gegen 
pathogene Pilze wirksam. Der Prozentsatz der antimycotisch wirksamen Erd- 
bakterien lag betrichtlich niedriger, wahrend derjenige der Erdpilze in dieser 
Hinsicht eine Mittelstellung einnahm. 

Eine Beobachtung, die sich auf eine zufallige Verunreinigung einer 
Hautpilzkultur mit einem aeroben Sporenbildner griindete, gab Ver- 
anlassung, dem Antagonismus zwischen pathogenen Hautpilzen und 
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Bakterien naher nachzugehen. Auf der genannten Kultur zeigte sich 
niimlich eine starke Hemmung des normalen Wachstums der Pilz- 
kolonie, die aller Wahrscheinlichkeit nach durch Stoffe ausgelést war, 
die von der Kolonie eines Sporenbildners, der die Bezeichnung Bacillus 
subtilis, erhielt, in den Agarnahrboden diffundiert waren (siehe Abb. 1). 
Durch diese Beobachtung angeregt wurde der Frage nachgegangen, 


welche Bedeutung den Bakterien, insbesondere den aeroben Sporen- 
bildnern, fiir den  mikrobiellen 


Antagonismus gegeniiber pathoge- 
nen Hautpilzen zukommt. 


Das Schrifttum iiber diese Frage 
reicht etwa bis zum Jahre 1928 zuriick, 
in dem CHAMBERS u. WEIDMAN wohl erst- 
mals iiber die antimycotische Wirkung von 
Bacillus subtilis-Stammen_ berichteten, 
die sie aus Interdigitalraumen gesunder 
Menschen isoliert hatten. 1942 beschrieb 
KATZNELSON einen thermostabilen, diffu- 
siblen Stoff eines aeroben Sporenbildners, 
der das Wachstum von 71 der 81 gepriif- 
ten parasitischen und saprophytischen 

Pilze hemmte. Lewis u. Mitarb. (1946) 
Abb. 1. Eine durch Mikroben der Luft  fanden durch eine sekundare Infektion 
verunreinigte Hautpilzkultur (Trichophyton 2 . x A 
mentagrophytes). Oben: antimycotisch wirk- eimer Hautpilzkultur einen Stamm 
samer aerober Sporenbildner. Unten: anti- Bacillus subtilis, dessen Kulturfiltrate 
mycotisch wirksamer Schimmelpilz pathogene Pilze und einige Bakterien- 
arten am Wachstum hinderten. 

Seit der Entdeckung des Tyrothricins 1939 (DuBos u. CaTTaNno), des Subtilins 
1944 (JANSEN u. HrrscHMANN), des Bacillomycins 1948 (LANDY u. a.) und des 
Mycobacillins 1955 (MasgumpaR u. Bosk) gibt es antimycotisch wirksame Pra- 
parate, die aus aeroben Sporenbildnern oder ihren Kulturmedien gewonnen werden. 
Die klinische Anwendung dieser Priparate erfahrt allerdings durch die ihnen 
eigene hohe Toxicitat und ihre geringe in vivo-Aktivitat eine zum Teil recht erheb- 
liche Einschrinkung. 


Experimenteller Teil 


I. Der Anteil antimycotisch wirkender aerober Sporenbildner 
in der Luft und im Erdboden 


A. Methodik 


Gewohnliche Agarplatten wurden an verschiedenen Orten im Labor und im 
Freien der Luft exponiert oder mit Erdpartikelchen bestreut und anschlieBend 
24 Std bei 37° C bebriitet. Von diesen Platten wurden wahllos 200 Bacillenstamme 
isoliert. Die Artzugehorigkeit wurde nach Berarys Manual fiir die Sporenbildner 
ermittelt, die sich bei den weiteren Untersuchungen als besonders stark anti- 
mycotisch wirksam erwiesen. 

Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurden ausschlieBlich frisch aus Patienten- 
material isolierte pathogene Hautpilze verwandt, die keinerlei pleomorphe Ent- 
artung zeigten und auch gut sporulierten. Das als Teststamm verwendete T'richo- 
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phyton rubrum sowie Trichophyton mentagrophytes stammten aus einer Interdigital- 
mykose, Microsporum canis aus einer Oberarmlasion. 

Zur Feststellung der antimycotischen Wirkung der Bacillen wurde folgende Test- 
methode herangezogen: Ein Dextroseagar nach SaBourauD (2°/) Dextrose; 
1°/, Mykopepton A; 2,5°/, Agar und aqua dest. ; py 5,8—6,0) wurde mit einer Conidien- 
aufschwemmung des jeweilig auf seine Empfindlichkeit gegeniiber den Stoffwechsel- 
produkten der Bacillen zu testenden Hautpilzstamms infiziert. Die Anzahl der 
Conidien wurde so bemessen, da nach 10tagiger Bebriitung bei 22° C ein einheit- 
licher Pilzrasen auf den Plattenkulturen gewachsen war. Bei 7'r. mentagrophytes 


PE es 


Abb. 2. Pilzrasen von Trichophyton menta- Abb. 3. Pilzrasen von Epidermophyton floccosum 


grophytes mit Kolonien aerober Sporen- mit Kolonien aerober Sporenbildner — rechts 
bildner — verschieden groBe Héfe totaler groBer Hof totaler Wachstumshemmung, links 
Wachstumshemmung Forderung der Luftmycelbildung 


sowie Tr. rubrum betrug die Anzahl der Mikroconidien bzw. bei M. canis die 
Anzahl der Makroconidien annihernd 5000 je ml Nahragar. Auf die Oberflache 
dieses mit Pilzsporen versehenen und in Petrischalen ausgegossenen Agars wurden 
nun die auf ihre antimycotische Wirksamkeit zu priifenden Sporenbildner punkt- 
formig geimpft (siehe Abb.2 u. 3). Das Bacillenimpfmaterial bestand aus einer 


18stiindigen Agarkultur. 

Nach 10- bis 21tagiger Bebriitung bei 22° C wurden die in dieser Weise 
angelegten Kulturen ausgewertet. Im Verlaufe dieser Zeit hatten sich 
im Pilzrasen um die Bacillenkolonien, deren Durchmesser zwischen 
6 und 10 mm schwankte, mehr oder minder groBe Hemmzonen gebildet. 

Die nachfolgend mitgeteilten Ergebnisse geben Durchschnittswerte 
iiber die GréBe der Hemmzone an, die zwischen der Bacillenkolonie und 
dem Hautpilzrasen gemessen wurde. Sie sttitzen sich jeweils auf 4 Par- 
alleluntersuchungen. Hinsichtlich der Art der Hemmung wurde noch 
folgende Unterscheidung getroffen: 1. Totale Hemmung: Hemmzone 
véllig frei von Hautpilzkolonien (siehe Abb.4). 2. Schwach partielle 
Hemmung: Innerhalb der Hemmzone finden sich vereinzelt Pilz- 
kolonien (sieche Abb.5). 3. Stark partielle Hemmung: In der Hemmzone 
sind zahlreiche Pilzkolonien gewachsen. (siehe Abb.6). 
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B. Ergebnisse 
Uber den Anteil derjenigen Mikrobenstamme, die unter den ins- 
gesamt 200 aus der Luft bzw. dem Erdboden isolierten aeroben Sporen- 
bildnern eine antimycotische Wirkung gegeniiber den gepriiften Haut- 


Abb. 4. Hautpilzkultur mit Héfen  totaler 
Wachstumshemmung — Lochtestmethode 


Abb. 5. Hautpilzkultur mit Héfen schwach 
partieller Wachstumshemmung — 
Lochtestmethode 


pilzstiémmen ausiibten, gibt die 
Tab. 1 Auskunft. 

Thr ist zu entnehmen, da sich 
durchschnittlich 57°/,der gepriften 
Bacillenstémme als antimycotisch 
wirksam gegentiber den 3 unter- 
suchten Hautpilzstéammenerwiesen 
haben. Aus der Tabelle ist weiter- 
hin zu ersehen, daBs der wtber- 
wiegende Teil der antimycotisch 
wirksamen Sporenbildner eine 
totale Hemmung der Hautpilze 
hervorzurufen vermochte. 54°/, der 
antimycotisch aktiven Sporen- 
bildner hemmten die Hautpilze 


wet 


Abb.6. Hautpilzkultur mit Héfen stark 
partieller Wachstumshemmung — 
Lochtestmethode 


in der Weise, daf totale Hemmzonen in den dichten Pilzrasen der 
Agarkulturen entstanden. Die tibrigen antagonistisch wirksamen Sporen- 
bildner vermochten die Hautpilze nur schwach partiell oder stark 


partiell zu hemmen. 


Kine ausgesprochen spezifische Wirkung einer bestimmten Sporen- 
bildnerart gegeniiber einem bestimmten Hautpilzstamm im Sinne eines 
spezifischen Antagonismus wurde nicht beobachtet. Insgesamt gesehen 
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erwies sich T'richophyton rubrum gegen die Stoffwechselprodukte der 
antimycotisch wirksamen Sporenbildner als etwas empfindlicher als 
Trichophyton mentagrophytes und Microsporum canis. 


Tabelle 1. Von 200 aus der Luft bzw. dem Boden isolierten aeroben Sporenbildnern 
waren folgende Prozentanteile gegen pathogene Hautpilze wirksam 


Antimycotische Wirkung der aerobenSporenbildner gegen 


Tr. mentagrophytes 


Tr. rubrum 


*lo 


M. canis 


“lo 


—_—_-—e—e—e———— eee EEE 


Anzahl der gepriiften 
Sporenbildner 


Anteil der Spo. mit anti- 
mycotischer Wirkung 
davon bewirkten 

totale Hemmung 
schwach part. Hemmung 
stark part. Hemmung 


Anteil der Spo. ohne anti- 
mycotische Wirkung 


200 = 100 100 = 100 200 = 100 
56 65 50 
27 39 26 
21,5 18 17,5 
7,5 8 6,5 
44 35 50 


Tabelle 2. Ubersicht iiber die Intensitit der antimycotischen Wirkung der 200 gepriiften 
aeroben Sporenbildner 


Antimycotische Wirkung der Sporenbildner gegen 
GréBe der Hemmzone 


in mm Tr.mentagroph. (Tr. rubrum M. canis 
°lo "lo "lo 
a) Sporenbildner mit totaler Hemmung 
Insgesamt 27 39 26 
davon 0,5— 2,5 4,5 1 2,5 
2,6— 5,0 U3: 10 3 
5,1—10,0 11,5 14 14,5 
10,1—20,0 3,5 14 6,0 
b) Sporenbildner mit schwach partieller Hemmung 
Insgesamt 21,5 18 17,5 
davon 0,5— 2,5 9,5 3 5 
2,6— 5,0 8,5 10 9 
5,1—10,0 3,5 5 3,5 
c) Sporenbildner mit stark partieller Hemmung 
Insgesamt 7,5 8 6,5 
davon 0,5— 2,5 3,5 0 1 
2,6— 5,0 3,0 5 3,5 
5,1—10,0 1 3 2 


Tab.2 gestattet einen Einblick in die GréBenordnung der Hemm- 
zonenbreiten. Da sich die Sporenbildnerkolonien auf Sabouraud-Agar 
bei 22° C innerhalb von 10 Tagen annahernd gleich grof entwickelten, 
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war ein Vergleich der antibiotischen Aktivitaét der Stémme fiir unsere 
orientierenden Untersuchungen statthaft. 

Bei Trichophyton rubrum liegt der Anteil der totalen Hemmzonen- 
breiten von 10—20 mm besonders hoch. 

Als weitere Folgeerscheinungen eines Antagonismus zwischen den 
Hautpilzen und den Bacillen traten eine intensivere Farbstoffbildung 
auf der Unterseite und eine stairkere Luftmycelbildung auf der Ober- 
flache der Plattenkulturen an den Stellen auf, wo der engste Kontakt 
zwischen den Sporenbildnern und den 
Hautpilzen bestand (siehe Abb. 3.u.7). 

Eine Forderung der Farbstoff- 
bildung wurde von 30°/, der gepriif- 
ten Bacillen bewirkt. Bacillen mit 
dieser Eigenschaft regten die Farb- 
stoffbildung bei allen verwendeten 
Hautpilzarten an. Es handelt sich 
um ein rotbraunes Pigment auf der 
Unterseite der Kultur von 7'r. men- 
tagrophytes, um ein gelbes Pigment 
bei M. canis und ein gelbes oder 
rotes bei T'r. rubrum. Diese Reaktion 

seitens der Hautpilze ist nicht 
son. Rondarme der Plementling sf sperifisch, denn sie Konnte atch 
phyton mentagrophytes (unten) durch den beim Nebeneinanderwachsen von 
bah aa tere oa Bacillus Schimmel- und Hautpilzen beob- 

achtet werden. Demnach handelt es 
sich auch im vorliegenden Falle lediglich um eine der allgemeinen 
Reaktionsformen pathogener Hautpilze auf den Einflu8 von Mikroben. 


II. Untersuchungen iiber den antimycotischen Wirkstoff des 
aeroben Sporenbildners Bacillus subtilis, 

Im folgenden wurde versucht, tiber die Natur des von den Bacillen 
produzierten antimycotischen Wirkstoffes nahere Aufschliisse zu er- 
halten. Fiir diese speziellen Untersuchungen wurde auf den anfangs 
beschriebenen Stamm Bacillus subtilis, zuriickgegriffen. Dieser konnte 
wie auch die tibrigen antimycotisch besonders aktiven Bacillen nach 
Brrery’s Manual (1948) als Bacillus subtilis identifiziert werden. Das 
besondere Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es, einige physio- 
logische Kigenschaften des antimycotischen Wirkstoffes aufzuklaren 
und dariiber hinaus festzustellen, unter welchen Bedingungen dieser 
Stoff gebildet wird. 

Heute sind zahlreiche aus den Bacillenleibern oder den Kulturen von 
Bacillus subtilis gewonnene Antibiotica bekannt. Welchem von diesen 
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der hier untersuchte antimycotische Wirkstoff angehort, muB der 
chemischen Untersuchung tiberlassen bleiben. In den zuvor beschriebenen 
Versuchen zeigte der antagonistisch wirksame Stoff des Sporenbildners 
ein gutes Diffusionsvermégen im Agar, was aus der Abb.8 deutlich zu 
ersehen ist. 

Er iibt somit eine gewisse Fernwirkung auf die Pilze aus, die mehrere 
Wochen anhalt. Auf Grund entsprechender Vorversuche stellte sich 
heraus, daB der Hemmstoff filtrabel ist, d.h. im sterilen Kulturfiltrat der 
Sporenbildner enthalten ist. Fir die 
vergleichenden quantitativen Unter- 
suchungen wurden daher _ ent- 
sprechende Kulturfiltrate dieses 
Stammes verwendet. 


A. Methodik 


Fir die quantitative Testung der 
Kulturfiltrate des Sporenbildners wurde 
der Agarlochtest herangezogen. Die Petri- 
schalen (@ 8 cm) wurden mit je 11,5 ml 
Sabouraud-Agar (2°/, Dextrose; 1°/) Myco- 
pepton B; aqua dest.; 2,5°/, Agar) ver- 
sehen, der 5000 Conidien je Milliliter 
enthielt. AnschlieBend wurden je Platte 
mehrere Locher mit einem Durchmesser Abb.8. Fernwirkung der Bacillus subtilis- 
von 10 mm ausgestanzt und in jedes Loch Kolonie (oben) auf Kolonien von Trichophyton 

= rubrum (unten) 
0,05 ml des zu testenden Kulturfiltrats 
des Sporenbildners gegeben. Nach 7- bis 
10tagiger Bebriitung bei 22° C wurde der Durchmesser der Hemmhéfe als Mittel- 
wert von 4 parallelen Testen festgestellt (siehe Abb.4—6). 

Als Impfmaterial dienten gut versporte 10 Tage alte Hautpilzkulturen auf Malz- 
extraktagar. Die Pilze waren kurz zuvor aus Patientenmaterial isoliert worden. 
Stamme folgender Species wurden verwendet: Trichophyton mentagrophytes, 
Trichophyton rubrum, Trichophyton tonsurans, Microsporum canis und Epidermo- 
phyton floccosum. 

Die aeroben Sporenbildner wurden bei 37°C in 100—200 ml verschiedener 
Loésungen kultiviert (vgl. weiter unten). Nach bestimmten zeitlichen Intervallen 
wurde ein Teil des Kulturmediums durch G5-Bakterienfilter von Schott u. Gen. 
(Jena) filtriert und im Lochtest gegen verschiedene Hautpilze getestet. 


B. Ergebnisse 


{. Der Einflu8 der Zusammensetzung des Kulturmediums 
auf die Hemmstoffbildung von Bacillus subtilis, 


Um das fiir die Ausbildung der antimycotischen Aktivitaét am besten 
geeignete Medium herauszufinden, wurden fiir die Kultur von Bacillus 
subtilis, Nahrbéden verschiedener Art herangezogen, woriiber die Tab.3 
naiheren AufschluB gibt. 


; 28 
Arch, Mikrobiol., Bd. 32 Ze 
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Im allgemeinen war der von dem Teststamm gebildete antagonistisch 
wirkende Stoff zwischen dem 16. und 18. Kulturtag gut ausgebildet. 
Eine wesentliche Intensitatssteigerung konnte durch langeres Bebriiten 
der Kulturen nicht erzielt werden. Eine deutliche Verminderung der 
antimycotischen Aktivitaét war erst von der 12.—15. Bebriitungswoche 


Tabelle 3. Hinfluf der Zusammensetzung des Ndhrmediums 
auf die Wirkungsintensitat der Sporenbildner 


Antimycotische Wirkung gegen 


Nahrmedium 
Tr. mentagr. Tr. rubrum E. jloccosum | M. canis 
1. Hefebouillon 0 0 0 0 
2. Fleischbouillon mit 
Mykopepton B 0 0 0 0 
3. Fleischbouillon mit 
Wittepepton 0 Pas p 0 +++ p 
4. Hefeb., 1°/, Dextr. apap p paate P seas 11S +++. p 
5. Hefeb., 2°/, Dextr. shy p eee Sp +++ t +++ p 
6. Hefeb., 4°/) Dextr. ++++p ++++p +++4+ t ++++ p 
7. Hefeb., 6°/) Dextr. +++ p + Pp belie p iti p 
8. Hefeb., 8°/, Dextr. ++ Pp + p ++ P ++ ) 
9. Fleischb., 4°/) Dextr. 
Mykopepton A + p +++ (p)| + p ay p 
10. Fleischb., 4°/, Dextr. | + p seep) ye p ++ p 
Mykopepton B 
11. Fleischb., 4°/) Dextr. 
Wittepepton + Pp +++ p 0 0 
12. Hefeb., 2°/, Lactose + p +++ p ++ p ++ p 
13. Hefeb., 2°/, Maltose 4+ Pp +++ p eS ee cei p 
14, Hefeb., 2°/, Sacch. ++ p +++ p Betcha at ++ Pp 
15. Hefeb., 49/, Sacch. 0 | (+) p 0 0 
Zeichenerklirung: t = totale Hemmung; p = partielle Hemmung; (p) = sehr 
schwache partielle Hemmung; +++ +-+ = Hemmbofdurchmesser bis 35 mm; 
++-+-+ = Hemmhofdurchmesser bis 30 mm; +++ = Hemmhofdurchmesser 
bis 25 mm; ++ = Hemmbhofdurchmesser bis 20 mm; + — Hemmhofdurchmesser 


bis 15 mm; (+) = Hemmhofdurchmesser kleiner als 15 mm; 0 = ohne antimycoti- 
sche Wirkung. 


an bei 37° C festzustellen. Aus der Tab.3 ist die Wirkung der verschie- 
denen Kulturmedien auf die antimycotische Aktivitét von Bacillus 
subtilis, ersichtlich, Aus ihr geht hervor, daB die Zusammensetzung des 
Nahrmediums einen beachtlichen Einflu8 auf die antagonistische Wir- 
kung der Filtrate hat. Nahrbrithen, die lediglich auf Hefeextrakt- oder 
Fleischwasserbasis hergestellt wurden, vermégen die Bildung des 
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Hemmstoffes durch den Bacillus so gut wie nicht zu induzieren. Durch 
Zusatze von Kohlenhydraten, vor allem Dextrose, Maltose und Saccharose, 
erfahrt die antimycotische Aktivitét des Bacillus eine zum Teil sehr 
erhebliche Steigerung. Bei dem Zusatz von Dextrose steigert sich die 
Ausbildung des Hemmstoffes bis zu einem 4°/,igen Dextrosegehalt, um 
bei héheren Zugaben dieses Kohlenhydrates zum Nahrboden (6°/, und 
8°/,) wieder abzunehmen. Kine ahnliche Beeinflussung hinsichtlich der 
antimycotischen Wirkungsintensitat kann bei Saccharosezusatzen 
beobachtet werden. Ein Vergleich der Medien Nr. 6, 9, 10 und 11 ergibt 
weiterhin, daB die Hefebouillonmedien fiir die Entwicklung des anti- 
mycotischen Stoffes des Testbacillus besser geeignet sind als die Fleisch- 
bouillonmedien. Auf Grund dieser Befunde wurde fir die weiteren Unter- 
suchungen 4°/,ige Dextrose-Hefe-Briihe als Kulturmedium fiir Bacillus 
subtilis, verwendet. 


2. Der Einflu8 der Bebriitungstemperatur auf die Hemmstoffbildung 

von Bacillus subtilis, 

Die mit dem Bacillus subtilis, beimpften flissigen Kulturen wurden 
zur Beantwortung der Frage iiber den TemperatureinfluB auf die anti- 
mycotische Hemmstoffbildung in Parallelreihen bei 37°, 28° und 22° C 
fiir die Dauer von 18—21 Tagen bebriitet. Das nach diesen Bebrtitungs- 
zeiten und -temperaturen aus den Kulturen gewonnene Filtrat wurde 
auf seine antagonistische Wirkung gegeniiber Hautpilzen getestet. Als 
Ergebnis dieser Untersuchungen konnte festgestellt werden, daB die 
Temperatur von 37°C optimal fiir die Bildung des antimycotischen Wirk- 
stoffes zu sein scheint, da bei den Kulturen, die bei 28° bzw. 22°C 
bebriitet wurden, die Hemmwirkung wesentlich spater und abgeschwaich- 
ter im Vergleich zu den erstgenannten Kulturen auftrat. 


3. Der EinfluB des py- Wertes auf die antagonistische Wirkung 
der Kulturfiltrate von Bacillus subtilis, 


Zunichst wurde der Frage nachgegangen, ob der Anfangs-px-Wert 
der Sporenbildnerkulturen die Bildung des antimycotischen Hemm- 
stoffes beeinflugt. Es wurden B. subtilis,-Kulturen in 4°/)iger Dextrose- 
bouillon angelegt, die mit Milchsdure auf verschiedene px-Werte (9; 8; 
7,2; 6; 5 und 4) eingestellt worden waren. Nach einer 18tagigen Be- 
briitungsdauer bei 37° C wurden daraus sterile Kulturfiltrate gewonnen, 
die in der oben beschriebenen Weise auf ihre Wirksamkeit gegen die 
Hautpilze ausgetestet wurden. Dabei stellte es sich heraus, daf die 
Kulturmedien, deren pa-Wert im Bereich zwischen 4 und 5 lag, fiir die 
Ausbildung des Hemmstoffes ungeeignet sind, da der Teststamm in 
diesem sauren Milieu nur schlecht wachst und demzufolge auch hin- 
sichtlich der Produktion des antimycotischen Wirkstoffes gehemmt ist. 

28* 
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Die Kulturfiltrate der Medien mit den Anfangs-pq-Werten zwischen 9 
und 6 zeigten eine anniéhernd gleich starke Hemmwirkung. 

In weiteren Untersuchungen wurde gepriift, ob durch nachtragliche 
pu-Wert-Anderungen des Kulturfiltrates, das aus einer normal ein- 
gestellten Bouillon-Kultur (pq 7,2) gewonnen wurde, die Aktivitat 
des darin enthaltenen Hemmstoffes beeinfluBt werden kann. GemaB 
dieser Fragestellung wurden entsprechende Kulturfiltrate, deren 
pu- Wert normalerweise zwischen 6,8 und 7,6 lag, gewonnen und diese 
mit n/10 NaOH bzw. n/10 HCl auf folgende py-Werte eingestellt: 
9,0; 8,6; 8,0; 6,0; 5,0 und 4,2. Die Testung dieser Kulturfiltrate 
gegentiber Hautpilzen ergab, daB keine wesentlichen Veranderungen 
ihrer antagonistischen Wirkung im Bereich von pq 5 bis px 9 auf- 
treten. Oberhalb und unterhalb dieses Bereiches war eine geringe 
Verminderung zu verzeichnen. 

4. Der Einflu8 der Temperatur auf die antimycotische Wirksamkeit 

der Sporenbildner-Kulturfiltrate 

Im folgenden wurde die Temperaturempfindlichkeit der Hemm- 
wirkung der Kulturfiltrate von Bacillus subtilis, untersucht. Anti- 
mycotisch besonders wirksame Kulturfiltrate wurden zu diesem Zweck 


Tabelle 4. Der HinfluB der Temperatur auf die antimycotische A ktivitat 
der Kulturfiltrate von Bacillus subtilis, 


Temperatur Aufbewahrungsdauer Wirkung 

4° C 60 Tage sehr geringe Verminderung 
80 Tage geringe Verminderung 

22°C 28 Tage sehr geringe Verminderung 
84 Tage geringe Verminderung 

100° © (Wasserbad) 60 min keine Verminderung 
75 min geringe Verminderung 

100° C (Dampftopf) 30 min keine Verminderung 
60 min geringe Verminderung 

120° C (Autoklav) 20 min keine Verminderung 
30 min geringe Verminderung 

60 min starke Verminderung 


verschieden lange unterschiedlichen Temperaturen ausgesetzt und an- 
schlieBend in tiblicher Weise gegen Hautpilze getestet. Dabei zeigte es 
sich, da} der antagonistische Wirkstoff sowohl gegen niedrige als auch 
gegen hohere Temperaturen nur wenig empfindlich ist. Die Ergebnisse 
dieser Untersuchungen sind in der Tab.4 zusammengefaBt. 


ee HR 


em 
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5. Der Einflu8 von Serum auf die antimycotische Wirkung 
der Kulturfiltrate von Bacillus subtilis, 


Im Hinblick auf die médgliche therapeutische Anwendung der aus 
aeroben Sporenbildnern gewonnenen antimycotischen Wirkstoffe ist es 
bedeutungsvoll, zu erfahren, ob ihre Wirksamkeit durch tierisches 
Serum verandert wird. In den folgenden Versuchsreihen wurde daher 
49/, inaktiviertes Rinderserum dem Sabouraud-Agar zugesetzt und 
dieses Substrat in iiblicher Weise fiir die Prifung der antimycotischen 
Wirkung der Kulturfiltrate gegeniiber den pathogenen Hautpilzen mit 
dem Lochtest verwendet. In allen untersuchten Fallen wurde durch den 
Serumzusatz die antagonistische Wirkung der Filtrate aufgehoben. Das 
Wachstum der Pilze glich dem der mitgefiihrten Kontrollkulturen. 


6. Zum antibiotischen Wirkungsspektrum der Kulturfiltrate 
von Bacillus subtilis, 


Um die bisher nur an einer kleineren Zahl von pathogenen Hautpilzen 
erzielten Resultate erharten zu kénnen, wurden die Kulturfiltrate von 
B. subtilis, gegeniiber einer groBeren Zahl von Hautpilzstémmen, die 
den folgenden Arten angehéren, in der weiter oben beschriebenen Weise 
im Lochtest gepriift: Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton 
rubrum, Trichophyton tonsurans, Microsporum canis, Epidermophyton 
floccosum und Candida albicans. Das Ergebnis fait die Tab.5 zusammen. 


Tabelle 5. Antagonistische Wirkung von Kulturfiltraten des Bacillus subtilis, 
auf Hautpilze 


Stiirke der Hemmwirkung 


Anzahl 


Pilzart : 
rot lect Penne Ree Fer ret (+) 0 
ed BE ue ee a ee ee 
Tr. mentagr. 43 _ 2 8 18 13 2 
Tr. rubrum 27 3 13 9 1 1 _ — 
Tr. tonsurans 1 — a — = = 1 ms 
E. floccosum 4 — 4 z& = as me = 
M. canis 1 — 1 — — = = gis 
C. albicans 1 — — — a= at = 1 
Insgesamt 77 3 20 17 19 14 Be 1 


Erklarung der Zeichen siehe Tab. 3. 


Die Kulturfiltrate des Sporenbildners erwiesen sich gegen alle getesteten 
Hautpilzstamme auBer Candida albicans als antibiotisch wirksam. 
Tr. rubrum, M. canis und E. floccoswm wurden im allgemeinen starker 
gehemmt als 7'r. mentagrophytes. 

Den Abschlu8 dieser Versuchsreihen bilden Untersuchungen tiber die 
antagonistische Wirkung der Kulturfiltrate von B. subtilis, auf Bakterien. 
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Diese Untersuchungen sollten zur weiteren Charakterisierung des 
antimycotischen Wirkstoffes beitragen. Das antibiotische Wirkungs- 
spektrum des gepriiften Hemmstoffes gegeniiber verschiedenen Bak- 
terienarten ist etwa folgendes: Gehemmt wurde im Lochtestversuch das 
Wachstum von Micrococcus pyogenes var. aureus, Escherichia coli und 
B. subtilis (Sammlungskultur). Keine Wachstumseinschrankungen waren 
bei Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Alca- 
ligenes faecalis, Corynebacterium diphtheriae und hamolysierenden 
Streptokokken zu verzeichnen. Bei diesen Versuchen wurde an Stelle 
des Pilzagars ein gewohnlicher Agar verwendet. 


Schlu&betrachtungen 

Da der Erdboden ein natiirliches Reservoir fiir einige pathogene Pilze 
ist, unter denen sich auch pathogene Hautpilze befinden (JADASSOHN 
1928; Nickerson 1953, Frey u. Durie 1956, AJELLO 1956), ist es vom 
epidemiologischen Standpunkt aus von Bedeutung, die verschieden- 
artigen mikrobiellen und chemischen Einfliisse des Bodens auf Pilz- 
sporen dieser Art zu kennen. Da einerseits der chemische Stoffhaushalt 
des Bodens, bei dem die Wechselbeziehungen der in ihm enthaltenen 
Mikroben eine groBe Rolle spielen und von sehr komplexer und bisher 
nicht vollstaéndig zu tibersehender Natur sind, andererseits aber das 
Auffinden gut wirksamer antimycotischer Stoffe bisher im Vordergrund 
des Interesses stand, wurden meist die antagonistisch wirksamen Keime 
von ihrem natiirlichen Milieu getrennt und mit Hilfe der iiblichen 
in vitro-Methoden gepriift und beurteilt. 

Durch die eingangs erwahnten Untersuchungen dieser Art (ScHatz u. 
Hazen, USA, 1948 und Uri, Ungarn, 1957) ist es bekannt geworden, 
daB ein hoher Prozentsatz der im Boden lebenden Actinomyceten 
gegeniiber pathogenen Hautpilzen antagonistisch wirkt. Den Boden- 
bakterien messen SCHATZ u. HAZEN dagegen keine besondere Bedeutung 
beziiglich eines wirksamen Antagonismus gegen menschenpathogene 
Pilze zu. 

In den vorliegenden Untersuchungen wurde die Giiltigkeit dieser 
Feststellung fiir die hiesige Mikrobenflora an Hand von 200 aus dem 
Erdboden sowie dem Luftraum stammenden Bacillen und pathogenen 
Hautpilzstéimmen, die 3 verschiedenen Species angehéren, gepriift. 
Entgegen den Erfahrungen von Scuatz u. Hazen (1948) zeigte sich bei 
diesen Untersuchungen, da ein hoher Prozentsatz der im Boden 
lebenden aeroben Sporenbildner in vitro eine antimycotische Aktivitéat 
gegentiber pathogenen Hautpilzen entfalten kann. T'richophyton menta- 
grophytes wurde von 56°/, und Microsporum canis von 50°/, der 
200 gepriiften Bacillenstimme, T'richophyton rubrum sogar in 65°/, 
der Erdbacillen am Wachstum behindert. 
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In diesem Zusammenhang erhebt sich die Frage, inwieweit die anti- 
biotischen Stoffe der Erdbacillen unter den natitirlichen Bedingungen 
die im Boden saprophytisch lebenden Sporen pathogener Pilze scha- 
digen kénnen. Mit dieser Frage ist eine weitere auf das engste verkniipft, 
namlich die, ob dem Erdboden, der als natiirliches Sporenreservoir fir 
einige pathogene Hautpilze angesehen werden kann, de facto eine so 
groBe epidemiologische Bedeutung zukommt, wie es von manchen 
Autoren angenommen wird (JADASSOHN 1928, SEELIGER 1956). Zur 
Beantwortung dieser Fragen sind indessen noch umfangreiche Unter- 
suchungen erforderlich, die sich eingehend mit der antimycotischen 
Aktivitat der Bodenmikroben am natiirlichen Standort und dem Auf- 
finden weiterer im Boden saprophytisch lebender pathogener Haut- 
pilze befassen miissen. Bisher konnte vor allem Microsporum gypseum 
aus diesem Milieu isoliert werden (FREY u. DURIE 1956). 

Bei der Erérterung der aufgeworfenen Fragen diirfen die Unter- 
suchungen von JEFFREYS (1952) nicht unberiicksichtigt bleiben, der 
eine Inaktivierung antibiotischer Stoffe im Erdboden feststellte. Danach 
bestiinde unter Umstinden die Méglichkeit, da die Hemmstoffe der 
Bacillen ihre antimycotische Wirkung im Boden nicht oder nur in ab- 
geschwachtem Ma8e entfalten kénnten. Als Ursache fiir die beobachtete 
Verminderung der Stabilitat der Antibiotica im Erdboden werden eine 
biologische Inaktivierung, die Absorption durch basische Molekiile 
sowie verschiedene Arten einer chemischen Inaktivierung und die 
Aciditat des Bodens angesehen. 

Ferner ist zur Beantwortung der aufgestellten Fragen die Tatsache 
zu beachten, da® sich die pathogenen Hautpilze auch ihrerseits auf 
Grund ihres Vermégens, verschiedene Antibiotica zu bilden, aktiv in 
die Wechselbeziehungen innerhalb der Mikrobenpopulationen des Bodens 
einschalten kénnen (CrreRRI 1948, MALLINCKRODT u. Mitarb. 1956, 
Urt 1957). 

So konnte Uri beispielsweise einen antibiotisch wirksamen Stoff als 
Penicillin identifizieren, den Hautpilzstimme der Gattungen T richo- 
phyton und Epidermophyton wahrend ihres normalen Wachstums auf 
Haut- und Haarteilchen sezernieren. Bisher unbekannt blieb die Be- 
deutung dieser antagonistischen Stoffwechselprodukte der Hautpilze 
fiir die Mikrobenpopulation, die die Pilze am Ort ihres natiirlichen Vor- 
kommens vorfinden. 

Es bestiinde demzufolge die Méglichkeit, da der in vitro beobachtete 
Antagonismus zwischen, den aeroben Sporenbildnern und pathogenen 
Hautpilzen ohne nennenswerten Einflu8 auf die Lebensfahigkeit der 
Pilzsporen im Boden ist. 

Das Bildungsvermogen von antimycotisch wirksamen Stoffwechsel- 
produkten ist bei den im Erdboden vorgefundenen Bacillenarten in 
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verschieden starkem Ma8e ausgebildet. Innerhalb der 200 gepriiften 
Staimme zeichnet sich B. subtilis durch eine besonders starke Hemm- 
wirkung auf pathogene Hautpilze aus. Der antimycotische Wirkstoff 
konnte in den sterilen Kulturfiltraten der Sporenbildner nachgewiesen 
werden. 

Sieht man von Candida albicans ab, die in keiner Weise durch die 
antimycotischen Wirkstoffe der Bacillen in ihrem Wachstum beeinflubt 
wird, so kann man von einer starken Beeinflussung der gepriiften Pilz- 
stimme der Gattungen T'richophyton, Epidermophyton und Micro- 
sporum sprechen. Die 5 in den Versuch genommenen Species reagierten 
auf den Wirkstoff eines Sporenbildners im allgemeinen in der gleichen 
Weise und Starke, wobei das Reaktionsgeschehen in Form einer Wachs- 
tumshemmung bzw. in der erwihnten Férderung der Luftmycel- oder 
Farbstoffbildung zum Ausdruck kommt. Dieses gleichgerichtete Ver- 
halten der verschiedenen Arten der pathogenen Hautpilze spricht doch 
fiir ihre zumindest sehr ahnliche Lebensweise. 

Abgesehen von diesen Phanomenen wurden an den Pilzhyphen samt- 
licher verwendeter Hautpilzstéamme ungewoéhnliche morphologische 
Veranderungen beobachtet, sobald sie in fliissigen Medien geziichtet 
wurden, die mit einem Zusatz der Hemmstoffe der aeroben Sporen- 
bildner versehen worden waren. In diesem Falle treten namlich eigen- 
artige kugelige Auftreibungen an den Hyphen auf, woriiber an anderer 
Stelle berichtet werden soll*. 

Die Versuche zeigten insgesamt, dai die Hemmstoffe der Bacillen 
eine fungistatische Wirkung haben. 

Die nahere Priifung der EKigenschaften des antimycotischen Wirk- 
stoffes eines Bacillus subtilis-Stammes ergab, daB die Bildung der 
antagonistischen Aktivitat der Kulturfiltrate weitgehend von der Nahr- 
bodenzusammensetzung abhiangig ist. Ohne Kohlenhydratzusatz wurde 
keine oder nur eine geringe Menge hemmender Substanz gebildet. 


Besonders férdernd wirkte Dextrose. Ahnliche Beobachtungen finden — 


sich bei Lewis u. Mitarb. (1946) sowie ScHatz u. Hazen (1948). Ebenso 
forderten Zusitze von Hefeextrakt die Hemmstoffbildung der Bacillen. 
Die Abhangigkeit der antimycotischen Wirkungsintensitaét von den 
Stoffen des Kulturmediums lat darauf schlieBen, daB die Synthese des 
Hemmstoffes die Folge eines spezifischen Stoffwechselgeschehens der 
Bacillen ist. Die Tatsache, dai die Hemmwirkung erst vom 16. Kulturtag 
des Sporenbildners an voll entwickelt und in den ersten 7 Tagen nicht 
nachweisbar ist, weist darauf hin, daf der fungistatische Stoff vor allem 
durch den Zerfall der Bacillenleiber frei wird. — Bemerkenswert sind 
die Hitzeresistenz dieses Hemmstoffes und die Beobachtung, daB seine 


Aktivitat innerhalb eines groBen pq-Bereiches (py 5—py 9) erhalten bleibt. — 


* Diese Arbeit erscheint im Zentralblatt fiir Bakteriologie, Abteilung I, Originale. 
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Uber die chemische Natur der in dieser Arbeit erfaBten antimycotischen 
Stoffwechselprodukte aerober Sporenbildner kann noch keine Aussage 
gemacht werden. Da sich alle Stémme, die sich bei den vorliegenden 
Untersuchungen als besonders antimycotisch wirksam erwiesen, bei der 
Artbestimmung als Angehérige der Species Bacillus subtilis heraus- 
stellten, kann wohl mit Recht angenommen werden, da die Hemmstoffe 
zu der Gruppe der zahlreichen Antibiotica gehéren, die aus Bacillus 
subtilis oder seinen Kulturmedien bereits gewonnen und beschrieben 
worden sind. So ist eine antimycotische Wirkung vom Subtilin, Eumycin, 
Bacillomycin und Mycobacillin bekannt. Die Anwendung dieser Pra- 
parate fiir die Therapie der Mycosen mu aber durch die Klinik noch 
weiter erprobt werden (Kimmie 1950). Zum Teil steht naémlich ihrem 
therapeutischen Einsatz ihre zu hohe Toxicitét — wie z. B. die des 
Subtilins — als Hinderungsgrund entgegen. — Die Beobachtung, dai 
ein Serumzusatz die Aktivitét des Hemmstoffes gegentiber Hautpilzen 
aufhebt, deutet darauf hin, daB zwischen den Ergebnissen der in vitro- 
und in vivo-Testung, d.h. der praktischen erfolgreichen Anwendung 
dieser Stoffe, doch Diskrepanzen zu befiirchten sind. 


Zusammenfassung 

1. 200 aerobe Sporenbildner, die aus der Luft bzw. dem Erdboden 
geziichtet worden waren, wurden auf ihre antimycotische Wirkung 
gegeniiber pathogenen Hautpilzen mittels einer Diffusionstestmethode 
untersucht. 112 (56°/,) von diesen Bacillen erwiesen sich gegentiber 
Trichophyton mentagrophytes, 130 (65°/)) gegentiber T'richophyton 
rubrum und 100 (50°/,) gegentiber Microsporum canis als antimycotisch 
wirksam. Die Species Bacillus subtilis zeichnete sich durch eine besonders 
starke antimycotische Wirkung aus. 

Die Bedeutung des hohen Anteils antimycotisch wirksamer Sporen- 
bildner im Erdboden fiir die in diesem Milieu saprophytar lebenden 
pathogenen Hautpilze wird erortert. 

2. Das antimycotisch wirksame Prinzip dieser Bacillen ist im sterilen 
Kulturfiltrat von 16—18 Tage alten bei 37°C bebriiteten Kulturen 
nachweisbar. Die relativ lange Zeitdauer bis zum Auftreten des Hemm- 
stoffes spricht mit Wahrscheinlichkeit dafir, daB es sich dabei um Zer- 
fallsprodukte der Bacillen handelt. 

3. Die Eigenschaften des antimycotischen Stoffes, der von einem 
antimycotisch besonders wirksamen Stamm der Species Bacillus 
subtilis gewonnen worden war, wurde naher untersucht. Dabei ergab sich, 
daB das Antibioticum einen fungistatischen Effekt gegen die Hautpilze 
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Trichophyton ton- 
surans, Microsporum canis und Epidermophyton floccosum ausiibte. 
UnbeeinfluBt blieb Candida albicans. Die Bildung des antagonistischen 
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Wirkstoffes wurde in Nahrlésungen mit Hefeextraktzusatz und 4°/, 
Dextrose besonders geférdert. Der Hemmstoff war gegentiber py-Werten 
im Bereich von py 5 bis py 9 und gegeniiber Temperaturen von 100° 
bis 4° C relativ unempfindlich. Ein Zusatz von inaktiviertem Serum zum 
Testmedium hebt die antimycotische Wirkung auf. 
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The Sterilizing Effect of Ethylene Oxide Vapor on Different 
Micro- Organisms* 


By 
L. Z. J. Toru 


With 1 figure in the text 


(Hingegangen am 18. November 1958) 


Ethylene oxide has long been recognized as an effective sterilizing 
agent. In recent years its use has shown a rapid increase when heat 
sterilization could not be applied. The principal facts and problems in- 
volved have been summarized by PErRxKrns (1956) and by SyxKzs (1958) 
in their recent books. Since ethylene oxide sterilization is a relatively 
new method, more data are needed to clarify the microbicidal properties 
and the lethal effect of this gas on different, micro-organisms. The purpose 
of this paper is to supply some comparative data on the lethal effect of 
ethylene oxide gas on various micro-organisms. 

To establish a basis for the comparison of the lethal effect of ethylene 
oxide on different micro-organisms, environmental factors must be kept 
constant. In addition to the gas concentration and the exposure time, 
other factors which may influence the lethal effect are: humidity, tem- 
perature, culture medium, and method of inoculation. 

The experiments reported in this paper were carried out at 30—40°/, relative 
humidity (measured with approximate accuracy by an “Airguide” hygrometer 
within the chamber) at approximately 22°C in a 150 mm Hg vacuum with Bacto 
Heart Infusion Agar medium (Difco) in Petri dishes to which one loopful inoculum 
was transferred in one streak. In the case of moist loads such as agar plates, etc., 
the amount of material to be sterilized had to be restricted in order to prevent an 
increase in the relative humidity. A glass desiccator or a Plexiglass box equipped 
with a vacuum gauge, an air filter for germ-free air intake, and a valve for gas 
intake and for evacuation was used as a sterilizing chamber. 

Following sterilization with ethylene oxide the Petri dishes were incubated at 
30°C, and the daily growth was recorded. For comparison, the same micro-orga- 
nisms grown under identical conditions were used as unsterilized controls. These 
culturing conditions are, of course, not equally good for all micro-organisms, but 
make it possible to compare the effect of the lethal agent under the same culturing 
conditions, since the amount of residual ethylene oxide in the culture medium is 


the same. 
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The curves in Fig. 1 represent the averages of a large number of experi- 
mental data (150—200) for each group and at least 30 for each individual 
species. They clearly demonstrate the wide range of susceptibility of the 
different micro-organisms to ethylene oxide. The individual curves may be 
easily grouped in three separate categories of susceptibility. The spore- 

forming bacilli show the greatest resistance 
and require the highest concentration of the 
sterilizing agent to be killed (about 350 mg 
of ethylene oxide per liter for a period of 
16 hrs). Of course, their vegetative cells would 
be killed at a lower concentration and/or 
within a shorter time, but below this high 
limit their spores might survive. In order to 
establish tests for ensured steri- 

lity, glass beads, filter paper 

Bacillus subtilis strips, plastic capillaries, rubber 


spore forming 
bacilli 


non spore ES Cores tubing, etc., were sprayed with 

forming bacteria— Chromobacterium sp. a suspension of Bacillus subtilis 
: =z, Pseudomonas aeruginosa ‘ ‘ : 

== Rhodotorula sp. spores, which were then air dried 

moldel veasteiumy crn ieee: and incubated in Heart Infusion 
; Penicillium sp. / : 

Aspergillus sp. broth (Difco). Gas concentration 


Od enh Ve wa thel ee and exposure time are most clo- 
Exposure time hrs] 


Fig. 1. Lethal effect of ethylene oxide on various micro- sely related. The longer the CRPRe 
organisms. Relative humidity 30°/,, temperature22°0 Sure time, the lower the concen- 

tration of gasnecessary tokillthe 
micro-organisms. The nonspore forming bacteria were killed with a concen- 
tration of ethylene oxide half as great as that needed to destroy the spore- 
forming bacteria. The lethal concentration for yeasts is still lower. The poor 
resistance of the molds against ethylene oxide is somewhat surprising. 


Zusammenfassung 

Athylenoxyd-Gas ist ein effektives Sterilisierungsmittel. Konzentra- 
tion und Sterilisierungszeit sind voneinander abhingig. Je linger die 
Wirkungszeit, desto geringer die lethale Gaskonzentration. Beziiglich 
ihrer Widerstandsfihigkeit lassen sich die Mikroorganismen in drei 
Gruppen einteilen (Abb.1). Am meisten resistent sind die sporenbilden- 
den Bakterien. Sie vertragen eine zweifach so hohe Konzentration als 
die nicht sporenbildenden.. Auffallend niedrig liegt die tédliche Grenze 
fiir Hefe und Schimmelpilze. 
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Uber Phlyctochytrium reinboldtae n. sp. 


Von 
INGETRAUD PERSIEL 


Mit 1 Textabbildung 


(Hingegangen am 3. November 1958) 


1951 hat RerInBoLpT aus einer wéBrigen Aufschwemmung von Erde 
des Botanischen Gartens in Gottingen, der Pinus-Pollen als Kéder zu- 
gegeben war, ein Phlyctochytrium (Phycomycetes; Ordnung Chytridiales, 
Familie Phlyctidiaceae) isoliert, das sich als neue Art erwies. Fraulein 
Rernzowpt hat eine Beschreibung des Pilzes mit Abbildungen der ver- 
schiedenen Entwicklungsstadien gegeben; die Art blieb aber unbenannt. 
Seitdem wurde der Pilz nicht nur aus weiteren europaischen Boden- 
proben isoliert (HaRpER 1954, GamRTNER 1954,, HaRDER u. UEBEL- 
MESSER 1955 und 1957, Scuoxz 1958), sondern er konnte auch aus Erden 
Afrikas (GAERTNER 1954,), Australiens (HARDER u. GALLWiTz-UEBEL- 
MESSER 1959) und Amerikas (schriftliche Mitteilungen 1958 von W.J. Koon 
sowie F. K. Sparrow) mit Pollen herausgekédert werden. 

Ich selbst habe ihn in Erdproben aus dem Gottinger Botanischen Garten und 
aus der Umgebung Gottingens sowie in einem Kartoffelacker, einer gediingten 
Mahwiese im inneren Otztal, weiter in bewachsenem Moranenschutt (Otztal) und 


schlieBlich unter Dryas octopetala bei Innsbruck gefunden. 
Der Pilz besiedelt also Boden der verschiedensten physikalischen und chemischen 


Beschaffenheit. 

Das typische Merkmal der Art sind die kurzen, kegelformigen Ent- 
leerungshilse, die dem reifen 4. kugligen Sporangium ein charakte- 
ristisches morgensternformiges Aussehen geben (Abb.1; REINBOLDT, 
Abb.9 ghkl; GamrrnerR 1954,, Abb.1). Die ibrigen glattwandigen viel- 
porigen Phlyctochytriwm-Arten bilden mit Ausnahme der parasitischen 
Ph. lippsit (LoumanN 1942) und Ph. papillatum (Sparrow 1952) unter 
vergleichbaren Bedingungen keine Tubuli, sondern die Papillen sind 
nackte Gallertpfropfen, welche die Poren der Sporangienwand_ ver- 
schlieBen. Jedoch ist die Morgensternformigkeit nicht vollig konstant. 
Die Entleerungshalse sind stets vorhanden, wenn der Pilz sich in Roh- 
kultur in einer nicht bakterienfreien Aufschwemmung von Standort- 
erde in Quell- oder Leitungswasser auf eingestreutem Pinuspollen ent- 
wickelt. Unter anderen Bedingungen konnen die Papillen aber auch 


fehlen. 
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So hat schon REtNBoLpT (1951) beobachtet, da8 bei Zusatz von waBrigem Erd- 
auszug aus der Rhizosphare von Rumex acetosus zum Kulturwasser auf den Pinus- 
pollen Sporangien auftraten, die an Stelle der Papillen gallertartige Pfropfen aus- 
bildeten. Als dann Ganrrner (1954,) die schwierige Reinkultur des Pilzes gelungen 
war, stellten sich noch weitere Modifikationen ein. Bei Ausschlu8 von Bakterien 
verlor das Sporangium seine morgensternformige Gestalt, jedoch unter Beibehal- 
tung der Anzahl der Papillen, so daB es eine fast vollig runde Form annahm (GAERT- 
NER 1954,, Abb.3). AuBerdem wurde der Durchmesser des Sporangiums etwas 
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Abb.1. Phlyctochytrium reinboldtae n. sp. Sporangien auf Pinuspollen. 
a kurz vor der Reife, b mit fertig ausgebildeten Zoosporen 


gréBer gegeniiber dem unter normalen Bedingungen. Der Durchmesser der Pa- 
pillen an der Basis blieb hingegen konstant, und auch die GréBe der Zoosporen 
schwankte nur in sehr geringen Grenzen. 
Noch extremer anderte sich nach GAERTNER das Rhizoidsystem des Pilzes durch 
die absolute Reinkultur. Wahrend der Pilz in Rohkultur epibiotisch dem Pollen- 
korn direkt aufsitzt und sein kurzes Rhizoidsystem von einer Apophyse aus in das 
Pollenkorn hineinwachst (Familienmerkmal der Phlyctidiaceae, SPARROW 1943), 
entwickelte sich das Sporangium in Reinkultur an einem langen, weit verzweigten 
Rhizoidsystem, das seine Nahrung aus mehreren Pollenkérnern zog, so daB das 
Sporangium hier inter biotisch gebildet wurde (Familienmerkmal der Rhizidiaceae). 


Solche morphologischen Anderungen an Chytridineen sind auch sonst 
schon gelegentlich beobachtet worden. So gibt Sparrow (1943, S. 158) 
an, dafs GroBe und Aussehen des Sporangiums, die Zahl der Entleerungs- 
poren sowie das Rhizoidsystem sich nicht immer als konstant erweisen; 
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und Haskins (1950) sowie 
Koon (1957) fiigen noch hinzu, 
da®B auch die Offnungsweise der 
Sporangien modifizierbar ist. 
Scnoiz (1958,), der den Ein- 
fluB der  Salzkonzentration 
auf Chytridineen untersucht 
hat, teilt mit, daB sich bei 
gewissen Arten Gestalt und 
Durchmesser des Sporangiums 
bei Variation des Salzgehaltes 
dndern. Scnortz hat unter 
anderem auch den Reinboldt- 
schen Pilz in Kultur gehabt, 
er macht aber keinerlei An- 
gaben dartiber, daB auch bei 
ihm der Salzgehalt modifizie- 
rend wirkte. ScHouz (1958,) 
hat eine grofe Anzahl von 
Arten und Staémmen auf ihr 
Verhalten in Salzlosungen ver- 
schiedener Zusammensetzung 
und Konzentration durchunter- 
sucht und dabei charakteri- 
stische Unterschiede in der 
Entwicklung der Pilze gefun- 
den. Das dabei ermittelte 
Verhalten des Reinboldtschen 
Pilzes 1a8t sich natiirlich auch 
mit zur Charakterisierung der 
Art benutzen. Auf derartige 
physiologische | Unterschiede 
kann hier aber nicht einge- 
gangen werden. 

Da absolute Reinkulturen 
von Chytridineen meistens sehr 
eroBe Schwierigkeiten machen 
(GAERTNER 1954,), die Verge- 
sellschaftung mit Bakterien den 
natiirlichen Verhaltnissen ent- 
spricht, und zudem die Ent- 
wicklung des Pilzes in den nicht 
bakterienfreien, im  tbrigen 


@, sub- 


Dauersporen 
sphaerisch m. 


zahlr. Papillen 


| unbekannt 
27 


| unbekannt 


Substrat 
Ascosporen 
versch. 
dungbew. 
(parasit.) 
(saproph.) 


Pilze 
Pollen 
Pollen 


GeiBel 


7—18 w lang 


25 uw lang 


Zoosporen 
ellipt.-eiformig, 


34 ©, 
44 @, 1Globul 


1—2 Globuli 
kugelig, 
kugel.-birn- 
formig, 
3,5—4u @, 
1—7 Globuli 


1—10, 


meist 1—3 
5 
1—14, 


Papillen 
meist 3—8 


Apophyse 
kann fehlen, 
2—4 uw, bis- 
weilen 
8—10u @ 
immer vor- 
handen, 
7—15u @ 


oval 


Tabelle 1. Unterscheidungsmerkmale von 3 einander sehr dhnlichen Phlyctochytrium-Arten 
7—36 we 


Sporangien 


kugelig-abge- 
kugelig, ab- 
geplattet, 
7—30 pb @ 


plattet 
23—25 uw @ 


kugelig, 


P. lippsu 
P. papillatum 
P. reinboldtae 
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aber keinen weiteren Pilz mehr enthaltenden Kulturen auf Pinus- 
pollen immer vollig eindeutig und konstant war, so kann die nach- 
stehende Diagnose fiir die Bestimmung benutzt werden. Sie stiitzt sich 
auf die Angaben Rernspotpts und auf eigene Beobachtungen. 

Phlyctochytrium reinboldtae n. sp. Sporangien unter natiirlichen Bedingungen 
ungestielt, kugelig oder abgeplattet, gré8ter Durchmesser 7—30 4, mit glatter, 
farbloser, bis zu 0,5 4 dicker Membran und (1) 3—8 (14) kegelfo6rmigen, 3,5—5 uw 
langen Entleerungshalsen, die von einem hyalinen Gallertpfropfen verschlossen 
werden. Die kugeligen oder birnférmigen Zoosporen, Durchmesser 3,5—4 4, mit 
1—2 (7) stark lichtbrechenden Globuli, haben eine durchschnittlich 17—18 y lange 
GeiBel. Sie schwarmen einzeln aus, nachdem sich die Schleimpfropfen in den Tuben 
aufgelést haben; Porendurchmesser 2,5—3,5 uw. An der Basis der kugeligen oder 
leicht abgeplatteten Apophyse (7—15 « Durchmesser) entspringen 1—3 verzweigte 
Rhizoide. Die leere Sporangienhiille und Apophyse bleiben lange erhalten. Dauer- 
sporen unbekannt!. 

Phlyctochytrium reinboldtae n.sp. Fungus saprophyticus, sporangiis 
sessilibus, globosis vel ellipsoideis, 7—30 diametro, membrana levi 
usque ad 0,5 uw crassa sine colore, quae (1) 3—8 (14) tubulos coniformes 
et 3,5—5 44 longos ferunt. Tubuli massa hyalina concluduntur, quae 
sporangiis maturescentibus liquescit (dissolvitur). Zoosporae globosae 
aut piriformes, 3,5—4 «4 diametro, 1—2 (7) globulis lucem infringentibus 
et flagello 17—18 wu longo praeditae sunt et singulae exeunt. Foramina 
sunt diametro 2,5—3,5 uw. Pars endobiotica constat ex vesicula globosa 
vel paululum ellipsoidea 7—15 yu diametro, quae subter sporangium 
tendit et ex 1—3 rhizoideis ramosis. Sporangium vacuum et vesicula diu 
conservantur. Sporae perdurantes ignotae sunt?. 

Morphologisch sehr ahnlich sind Phlyctochytrium lippsii LouMan 
(1942) und Ph. papillatum Sparrow (1952). Die Merkmale der drei 
Arten sind in Tab. 1 einander gegentibergestellt. 


Zusammenfassung 


Kine schon von RretNBoLpT beschriebene neue Art von Phlyctochy- 
trium wurde wiedergefunden und erhielt den Namen Phil. reinboldtae. 


Herrn Prof. Dr. R. HARprR danke ich fiir sein Interesse an der Untersuchung. 


Literatur 

Garrrner, A.: Uber das Vorkommen einiger niederer Erdphycomyceten in 
Afrika, Schweden und an einigen mitteleuropaischen Standorten. Arch. Mikrobiol. 
21, 4 (1954,). — Kinige physiologische und morphologische Beobachtungen an Kul- 
turen niederer Phycomyceten (Rhizophydium, Phlyctochytrium). Arch. Mikro- 
biol. 21, 167 (1954,). — Harper, R.: Uber die arktische Vegetation niederer 
Phycomyceten. Akad. Wiss. Gottingen, Math.-Physik. Klasse, IIb, Biol.-physiol.- 
chem. Abt. Nr. 1 (1954). — Harper, R., u. E. Urpecmesser: Uber marine sapro- 
phytische Chytridiales und einige andere Pilze vom Meeresboden und Meeresstrand. 


' Nach brieflicher Mitteilung von W. Kocn (USA) wahrscheinlich vorhanden. 


Uber Phlyctochytrium reinboldtae n. sp. 415 


Arch. Mikrobiol. 22, 87 (1955). — Notiz zur Frage des Vorkommens von Chytridi- 
neen und anderen Pilzen in tiefen Bodenschichten. Arch. Mikrobiol. 26, 353 (1957). — 
Harper, R., u. E. Gatuwitz-UnspecmMesser: Uber niedere Phycomyceten Austra- 
liens. Arch. Mikrobiol. 32, 115 (1959). — Hasxtns, R. H.: Studies in the lower 
Chytridiales IT. Endooperculation and sexuality in the genus Diplophlyctis. Myco- 
logia (N. Y.) 42, 772 (1950). — Koon, W. J.: Two new Chytrids in pure culture, 
Phlyctochytrium punctatum and Phlyctochytrium irregulare. Jour. Elisha Mitchell 
Sci. Soc. 78, 108 (1957). — Louman, M.L.: A new fungus parasite on dung- 
inhabiting Ascomycetes. Mycologia (N. Y.) 34, 104 (1942). — Rernpoxpr, B.: Uber 
die Verteilung einiger niederer Phycomyceten in Erdboden. Arch. Mikrobiol. 16, 
177 (1951). — Scuoxz, E.: Uber morphologische Modifikationen bei niederen Erd- 
phycomyceten und Beschreibung zweier neuer Arten von Rhizophydium und 
Traustochytrium. Arch. Mikrobiol. 29, 354 (1958,). — Uber niedere Phycomyceten 
aus Salzbéden und ihr Verhalten in Salzlésungen. Arch. Mikrobiol. 30, 119 (1938,). — 
Sparrow, F. K.: Aquatic Phycomycetes. Ann Arbor und London 1943. — Phyco- 
mycetes from the Douglas Lake Region of Northern Michigan. Mycologia (N. Y.) 
44, 759 (1952). 2 


Arch. Mikrobiol., Bd. 32 29 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 32, S. 416—422 (1959) 


(Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Virusforschung der Biologischen 
Bundesanstalt, Braunschweig) 


Spektralphotometrische Untersuchungen 
am Kartoffel-X- Virus 


Von 
H. L. PAUL 


Mit 5 Textabbildungen 


(Eingegangen am 12. Dezember 1958) 


Uber das Kartoffel-X-Virus (XV) liegen eine groBe Anzahl verschiede- 
ner Untersuchungen vor, die vor allem biologische Eigenschaften be- 
treffen; die Ultraviolettlichtabsorption des XV ist dagegen seltener 
gepriift worden. Lavin, Lorine u. STANLEY (1939), BAWDEN u. PIRTE 
(1940) sowie DorNzER u. Knicut (1953) haben Absorptionskurven fiir das 
native Virus und teilweise auch fiir seine Bestandteile ver6ffentlicht, 
doch fehlen Angaben z. B. ttber die reine Absorption. Im folgenden 
sollen die Verhaltnisse der Lichtabsorption fiir das XV unter denselben 
Bedingungen wie fiir das TMV (Paut 1958)! dargestellt und Vergleiche 
gezogen werden. 

Material und Methodik 

Untersucht wurden die XV-Staémme Fl,, Bm;,, Hy9,,, C835/59 Mos, Ti) und ,,Ahl- 
horn, die aus systemisch erkrankten Blattern von Samsuntabak gewonnen 
wurden. Die Praparation entsprach derjenigen fiir das TMV (Pau 1958), nur daB 
die Saurefallung bei py 4,5 ausgefiihrt oder durch eine Ammonsulfatfallung ersetzt 
wurde. AuBerdem wurde nicht gegen Wasser, sondern gegen Phosphatpuffer bzw. 
1°/,ige NaCl-Lésung dialysiert. Das war notwendig, da salzfreie Virussuspensionen 
eine starke Triibung aufwiesen und manchmal zum Ausflocken neigten. 

Die Untersuchungsmethoden, die Berechnung der reinen Absorption, die 
Isolierung der Nucleinsaéure (NS) und des Proteins, sowie die Bedeutung der Sym- 
bole sind friiher angegeben worden (Pau 1958). Als neue Isolierungsmethode fiir 
das Protein kam diejenige mit Essigsiure nach FRAENKEL-ConraT (1957) hinzu. 


Ergebnisse 
Die spektrale Absorption des nativen XV und die 
Bestimmung von X V-Konzentrationen 
Kin Vergleich der 7 verschiedenen XV-Stimme in Parallelpraparatio- 
nen brachte keinerlei gesicherte Unterschiede in der Form der Absorp- 
tionskurven, so dafi auch keine getrennte Behandlung der einzelnen 


* Berichtigung zu dieser Arbeit: p 309, Legende zu Abb.4: die Zahlen der 
1. Spalte in der untersten und zweituntersten Zeile sind miteinander vertauscht 


worden. Es mu heiBen: fiir 24 Std Aufbewahrung 0,465 und 2,28; fiir 48 Std 
Aufbewahrung 0,502 und 1,91. 
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Stimme notwendig ist. Kurve a in e ° 
Abb.1 zeigt die Absorption der XV- 
Suspension in = Phosphatpuffervom #% 
pu 7,0. Sie wurde aus 15 verschie- * 
denen Praparationen gemittelt.Nach 7 
Abzug der Lichtstreuung ergibt sich i 


die Kurve b. Fir beide sind in Tab. 1 
charakteristische Werte zusammen- 
gestellt. Im Vergleich zum TMV ist , , 
der Betrag der Lichtstreuung beim i 
XV geringer; ferner tritt die EHin- 
buchtung bei 290myp, die dem 
Tryptophan zugeordnet sein diirfte, 
stets deutlich hervor, wahrend sie bei 
280 mu wie beim TMV hochstens 
schwach angedeutet ist. Der Wert 
Eprein 264 = 12300 liegt niedriger 
als beim TMV (Eprein og, = 13700), 


= 
SS 


Se ae ee ee eel 


Cee Sige Oy) EN eaCo eS) 


doch ist der Unterschied nicht ganz é 

gesichert. Der Gehalt an Nuclein- 7 

sdure laBt sich aus dem ee 9220 0 240 250 260270 280 290 300 310 320 
fein 280/260 —— 0,838 ZU 6,5—7 IP ML 
errechnen. Das stimmt gut mit Abb. 1. Absorptionskurven von XV-Sus- 

s o ° . . m 

den chemischen Analysen tiberein, pensionen in - Phosphatpuffer, pm 7. 
die ein N /P-Verhaltnis von 26,8 = 1 Kurve a: Gesamtabsorption; Kurve b: reine 


a Absorption 
ergaben, was auf einen NS-Gehalt 


von 6,25—6,7°/, schlieBen laBt. Somit diirfte der NS-Gehalt unserer 
XV-Staémme etwas groBer sein als beim TMV. 


Tabelle 1. Werte fiir die UV-Lichtabsorption des nativen XV 


Gesamtabsorption reine Absorption 
ee ee 
Maximum, Lage und Epoge = 14890 + 275* Sprein ag = 12910-— 250* 

() vee 0,1°/o 

Hohe afitile = 2,07 ole = 2,45 
Minimum, Lage und Brae a= PAY) Epreinase == 9190 

Hohe 
nea/oeo 0,834 + 0,002* 0,838 
Eyax/min 1,15 1,26 
Exponent der Wellen- 

lange im Rayleighschen — 3,2 

Gesetz 


* — mittlerer Fehler. 
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Berechnet man an Stelle des ¢,-Wertes den Absorptionskoeffizienten fiir die 
0 0 = 
XV-Konzentration, so erhalt man oh *= 2,97 und oeek dee = 2,45 (fiir 
XV/N = 6,061). Dem offenbar etwas gréBeren NS-Gehalt des XV entsprechend, — 
liegt der Wert éprein max etwas niedriger als beim TMV und umgekehrt der Wert — 
Orein max etwas hdher. 
7,30 ;- 


for A=260m 


S$sss 
Sa a ey Te 


Kir Ale50 -E290 


Optische Dichte 


0 005 00 06 Q20 00 030 035 QU 0% 

mgVrus/ml 
Abb.2. Die Absorption von nativem XV in Suspensionen verschiedener Konzentration. 
Medium: = Phosphatpuffer, px 7; 1 cm-Cuvetten 


firA-260™\h 


fir A L260 L290 


ee 


Qptische Dichte 


G30 G35 G40 OHS 


mgVirus/m1- ; 
Abb.3. Die Absorption von XV-Hydrolysaten. Medium: 1 n-HCl0,; 1 cm-Cuvetten 


Fiir quantitative Messungen lassen sich die Geraden der Abb.2 und 3 
gebrauchen. Erstere (Abb.2) geben die Abhiingigkeit der optischen 
Dichte (Absorption plus Lichtstreuung) von der Konzentration des 


nativen XV in 1 cm-Cuvetten und = Phosphatpuffer vom px 7 wieder. 


‘Das Verhiltnis XV/N ist hier aus Analogiegriinden zum TMV gleich 6,06 


gesetzt. Es existieren dafiir auch andere Werte, die in der GréBenordnung bis 6,20 
liegen. Kin Gleiches gilt iibrigens auch fiir das TMV. 
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Die obere Gerade gilt bei einer Wellenlange von 260 mu, die untere fir 
die Differenz der optischen Dichten bei 260 und 290 my. Der Fehler 
der Konzentrationsbestimmungen liegt bei etwa 5°/,. Zu quantitativen 
Messungen nach einer Hydrolyse des XV (1 n-HCIO,, 80° C, 30 min, 
Pracipitat abgeschleudert) lassen sich die Geraden der Abb.3 verwenden. 
Die MeBungenauigkeit ist in diesem Falle gréBer, sie diirfte bei 8°/, liegen. 


Daten fiir die Nucleinséure und das Proteindes X V 


Die mit Phenol isolierte NS besa sofort nach der Isolierung einen 
durchschnittlichen ¢,5;. von 7600 und einen durchschnittlichen €)3, von 
3860, sowie fiir E,goj2g9 bzw. Emaxjmin Werte von 0,48 bzw. 1,97. Wie aber 


Tabelle 2. Die Anderung spektralphotometrischer Daten infolge verschiedener 
Behandlung der X V-NS 


Behandlung ; pmax E980/260 Enax/min 


XV-NS, phenolisoliert, sofort 


MeEMeRSen cs cus «os ce es 7595 0,48 1,92 
dieselbe XV-NS, nach 24 Std bei | 

Zimmertemperatur ...... - 8127 0,47 2,01 
dieselbe XV-NS, nach 48 Std bei 

Zimmertemperatur ...... .- 8385 0,45 2,04 
XV-NS, phenolisoliert, nach 48 Std 

ialyse betomOr eae oes 8396 0,46 2,10 


XV-NS, phenolisoliert, mit Ammon- 
sulfat und Alkohol umgefallt, 


sofort vermessen .... . Shacks Wet 8304 0,45 2,18 
XV-NS ebenso behandelt nach 24 Std 

Zimmertemperatur ......- 8971 0,47 2,23 
XV-NS, ebenso behandelt nach 

94 Std Dialyse bei38°C. .... . 8571 0,44 2,30 


XV-NS, phenolisoliert, 30 min bei 
80° C in 1 n-HCIO, hydrolysiert 
(in HClO, vermessen) .....- - 10000— 10500 — a 


auch bei der TMV-NS spielten Vorbehandlung und Alter der Praparation 
eine Rolle. Deswegen sind in Tab.2 Daten zusammengestellt, wie sie 
unter verschiedenen Bedingungen gefunden wurden. Bezogen auf die 
NS-Konzentration errechnete sich der Absorptionskoeffizient 0rl ble zu. 
etwa 23. Abb.4 zeigt die Absorptionskurve fiir XV-NS, die mit Phenol 
isoliert, mit Ammonsulfat und Alkohol umgefallt und dialysiert wurde. 
Nach einer Hydrolyse mit 1 n-HCIO, bei 80° C stiegen die €)-Werte auf 
etwa 10500 an, das entspricht einer Erhéhung von 15—30°/,. 
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Ein Vergleich mit der TMV-NS lat erkennen, daB die Starke der Ab- 
sorption und die Form der Kurve fiir die NS beider Viren sehr ahnlich sind. 
Allerdings war bei Gebrauch von Phenol als Trennungsmittel der Quo- 
tient Emaxjmin der XV-NS haufig kleiner als der der TMV-NS. Erst 


erneutes Umfallen mit Ammosulfat und Alkohol lieB ihn auf ebenso groBe 
Werte wie bei der TMV-NS anwachsen. 
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Abb. 5 
Abb.4, Absorptionskurve der XV-NS. Phenolisolation mit Ammonsulfat und Alkohol umgefiillt; 


gemessen in a Phosphatpuffer px 7 
Abb.5. Vergleich der direkt gemessenen XV-Protein-Absorptionskurve mit der indirekt aus der 
»reinen Absorption des XV“ und der ,,XV-NS-Absorption“ ermittelten. Kurve a: gemessene XV- 


Protein-Absorption: x; Kurve 6: errechnete XV-Protein-Absorption: ° (Differenz der Kurven aus 
Abb.1 (6) und Abb. 4) 


Aus den Kurven fiir die reine Absorption des XV und derjenigen der 
XV-NS ergibt sich fiir das XV-Protein der Absorptionskoeffizient « 


280 
von 1,48. Die Quotienten Emaxjmin baw. Ex¢o/2g9 besaBen fiir Protein, das 


durch Behandlung mit Saure (HCIO, in Hitze, wie auch Essigsiure nach 
FRAENKEL-Conrat) abgetrennt worden war, eine GroBe von 1,88 bzw. 
1,44. In Abb.5 sind die Kurven fiir die Differenz »€prein XV“ minus 


0,1°/o 
von ungefahr 1,52; direkte Bestimmungen fiihrten zu einem Mittelwert 
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»€p XV-NS*“ (aus Abb.16 und 4) und fiir den ¢, des isolierten Proteins 
miteinander verglichen, wobei dieser Wert aus dem Phosphorgehalt des 
urspriinglichen X V-Praparates errechnet wurde. Beide Kurven stimmen 
befriedigend wiberein, allerdings sind die Quotienten der Differenzkurve 
groBer, namlich 2,64 und 1,73. Auffallend ist in beiden Fallen, besonders 
aber bei der Differenzkurve, der Knick bei 290 my. 


Untersuchungen an hydrolytisch gespaltenem XV 

Ebenso wie das TMV wurden das XV in 1 n-HClO, (30 min bei 80° C) 
hydrolysiert und das neutralisierte Hydrolysat, sowie das in Alkali ge- 
léste und neutralisierte Proteinsediment spektralphotometriert. Zur Be- 
rechnung der ¢, - Werte diente der Phosphorgehalt des nativen Praparates. 
Die Absorptionskurve fiir den Proteinanteil wurde bereits besprochen, 
diejenige fiir das Hydrolysat stimmt mit der Kuve einer hydrolysierten, 
phenol-isolierten XV-NS praktisch tiberein (pmax : 10500—11000). 
Eine Addition der Absorption beider Bestandteile 1aBt eine XV-Kurve 
fiir reine Absorption entstehen, deren Gipfel um die durch die Behand- 
lung mit Sadure gesteigerte Absorption der NS erhoht ist. 


Diskussion 

Spektralphotometrische Messungen fiir das XV und seine Komponen- 
ten scheinen nur von Lavin, Lorine u. StanLEy (1939) vorzuliegen. 
Die Arbeit von Dorner u. Knigut (1953) beschaftigt sich mit Virus-NS, 
gibt allerdings auch eine Kurve fiir die Gesamtabsorption des XV an. 
BAWDEN u. Prete (1940) teilen in ihrer Untersuchung tiber die Inakti- 
vierung von Virus durch Harnstoff nur eine Kurve der optischen Dichte 
des XV in gepuffertem Harnstoff mit. Die Ubereinstimmung der eigenen 
MeBwerte mit denen der genannten Arbeiten ist fiir die XV-NS gut, fiir 
das XV-Protein dagegen nur teilweise befriedigend. Dies mag an Unter- 
schieden der Praparation und der Stimme liegen. Die ermittelte Kurve 
der Gesamtabsorption fiir natives XV stimmte mit der von DorneER u. 
Knicut gezeigten befriedigend tiberein, nicht dagegen mit der von LAvIN 
et al. Eine Erklirung der Abweichungen kann nicht gegeben werden. Der 
Wert des Quotienten Eygoj9q fiir das native XV wird auch durch die Kurve 
von BAWDEN u. Pirie bestatigt. 

Fiir die Absorption des intakten XV ergeben sich, jedenfalls bei den 
hier benutzten Stammen, einige Unterschiede zum TMV, obgleich im 
groBen und ganzen die Absorptionskurven recht ahnlich verlaufen. Die 
XV-Kurve weist bei 290 my einen deutlichen Knick auf, der der TMV- 
Kurve, mindestens in dieser Scharfe, fehlt. Weiterhin war der Betrag der 
Lichtstreuung bei dem XV geringer als beim TMV. Auf Grund chemischer 
und. spektralphotometrischer Befunde diirfte der NS-Gehalt des XV 
etwas gréBer sein als beim TMV. 
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Da die Struktur der NS fiir beide Viren nicht vollig gleich sein kann, 
liegt auf der Hand. Die Unterschiede scheinen sich aber spektralphoto- 
metrisch nicht oder schlecht fassen zu lassen, denn die kleinen Differen- 
zen zwischen den NS-Spektren beider Viren diirften kaum reell sein. 
Die Verschiedenheit der Proteine hingegen driickt sich klar in der Kurven- 
form aus. 

Werden die Protein- und die NS-Kurven zusammengefiigt, so ergibt 
sich beinahe diejenige der reinen Absorption des intakten XV. Benutzt 
man statt der Werte fiir die hochmolekulare NS die Werte der hydroly- 
sierten NS, so bekommt man folgerichtig ein héheres Absorptions- 
maximum als es natives XV zeigt. Die Verhaltnisse sind somit tibersicht- 
licher als beim TMV, bei dem iiberraschenderweise keine deutliche 
Erhéhung der Absorption gefunden worden war. 


Zusammenfassung 


Mit Hilfe von Reinpraparaten verschiedener Stémme des Kartoffel- 
X-Virus wurden die Kurven fiir die gesamte und die reine Absorption 
ermittelt. Dabei lieBen sich zwischen den Stammen keine Unterschiede 
in der Lichtabsorption feststellen. Bei 290 mu war stets eine deutliche 
Einbuchtung vorhanden und aus dem Quotienten Eyein ogojog9 ergab sich 
ein NS-Gehalt von etwa 6,6°/,. Chemische Analysen bestitigten diesen 
Wert. Fir Konzentrationsmessungen an nativem und hydrolysiertem 
X-Virus wurden Eichkurven aufgestellt. Spektralphotometrische Daten 
fiir die Nucleinséure und das Protein, sowie fiir hydrolysiertes X-Virus 
wurden angegeben und Vergleiche zu den Ergebnissen beim Tabak- 
mosaik-Virus gezogen. 


Die Deutsche Forschungsgemeinschaft erméglichte die Untersuchung durch 
Bereitstellen von Geraiten; Fraulein H. Wouters danke ich fiir technische 
Assistenz. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Miinchen) 


Die Carotinoide von Fusarium aquaeductuum Lagh. 


Von 
WERNER RAU und CLAUS ZEHENDER 


Mit 3 Textabbildungen 
(Lingegangen am 7. Dezember 1958 ) 


Fusarium aquaeductuum Lagh. kommt haufig in Fliissen, die mit Ab- 
wassern belastet sind, in Massen vor. Der Pilz ist normalerweise weiB bis 
schwach rosa gefarbt, bildet aber an stark durchlifteten Stellen (z.B. 
Streichwehren) kraftig korallenrote Uberziige. 

Uber die Art und die Zusammensetzung des Pigments von Fusarium 
aquaeductuum konnten in der Literatur keine Angaben gefunden werden. 
CaRLILE (1956) untersuchte Fusarium oxysporum und fand darin 
Naphthochinone und Carotinoide. Letztere wurden extrahiert und 
chromatographiert. Es zeigte sich dabei, daB verschiedene Carotinoide 
vorhanden sind, die aber nicht weiter identifiziert wurden. 

Nach den Untersuchungen von CaRLiLE werden die Carotinoide nur im 
Licht gebildet, wahrend Naphthochinone auch in dem im Dunkeln ge- 
wachsenen Mycel enthalten sind. Bei anderen Fusarien fanden ASHLEY, 
Hosss u. Raistrick (1937), ARNSTEIN u. Cook (1947), WxIss u. Norp 
(1949) sowie Ruztrus u. GavHE (1950) verschiedene Naphthochinon- 
Farbstoffe wie Fusarubin, Javanicin und Solanion. 

Kigene orientierende Versuche ergaben, da der Farbstoff von Fus. 
aquaed. im wesentlichen aus Carotinoiden besteht und nur im Licht und 
unter Sauerstoff kraftig gebildet wird; Untersuchungen tiber die Be- 
dingungen der Farbstoffbildung sind im Gange. In der vorliegenden 
Arbeit soll zunadchst nur iiber die Zusammensetzung des Farbstoffes be- 
richtet werden. 

Material und Methode 


Fus. aquaeduct. wurde aus einem mit Zellstoffabwiassern belasteten FluB rein- 
geziichtet. Von diesen Reinkulturen auf Agarplatten (0,3°/) Malzextrakt; 1,5°/ 
Agar; pu 5,6) wurde der Pilz in Fernbachkolben mit 0,3°/,iger Malzextraktnahr- 
losung (px 5,6) eingeimpft und 2—5 Tage bei 22°C und volliger Dunkelheit auf der 
Schiittelmaschine kultiviert. Die kraftige Pilzsuspension wurde auf einer Nutsche 
abfiltriert, mehrmals mit aqua dest. ausgewaschen bis das Waschwasser klar war 
und anschlieBend in Phosphatpuffer (1/80 mol; px 5,6) suspendiert. 

Zur Farbstoffbildung wurde die Pilzsuspension in Gaswaschflaschen unter stan- 
digem Durchstrémen von Luft 2—3 Tage dem Tageslicht und nachtlichem Zusatz- 
licht von Leuchtstofflampen ausgesetzt. Nach Abnutschen und mehrmaligem 
Waschen mit aqua dest. wurde der so gewonnene Mycelkuchen im warmen Luft- 


strom (30—40°C) getrocknet. 
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Vorversuche ergaben, daB® sich der Farbstoff mit Petrolather und 
Methanol praktisch vollstandig extrahieren lit. Daraus konnte ge- 
schlossen werden, daB die Hauptmenge des Farbstoffes aus Carotinoiden 
und nicht aus Naphthochinonen besteht. Extraktion und Trennung 
wurden deshalb von vornherein darauf eingestellt. 

Das getrocknete Pilzmycel wurde in einer Reibschale mit Quarzsand fein zer- 
rieben und dann entweder mit Petrolather und Methanol oder mit Aceton mehrmals 
extrahiert. Der Extrakt wurde durch Zentrifugieren geklart. Nach der Extraktion 
mit Aceton wurde der Farbstoff durch Zugabe von Wasser in Petrolather tiber- 
getrieben, anschlieBend sofort in Epi- und Hypophase getrennt oder nach Zugabe 
von 12°/,iger methanolischer KOH etwa 8 Std unter standigem Riihren mit einem 
Magnetriihrer verseift. Um eine Zersetzung des Farbstoffes weitgehend zu ver- 
meiden, wurde die Verseifung im Dunkeln und unter Stickstoff vorgenommen. 

Die Trennung von Epi- und Hypophase und deren Reinigung erfolgte nach den 
Angaben von KarreR u. JUCKER (1948). 

Weder die Art der Extraktion, noch die Verseifung hatte auf die chromato- 
graphische Trennung und auf die Absorptionsspektren der Farbstoffe einen EinfluB. 

Fiir die Saulenchromatographie der Epiphase erwiesen sich Ca(OH), als Adsor- 
bens und Benzol als Entwickler als geeignet; die Hypophase wurde an einer 
CaCO,-Saule mit Benzol aufgetrennt. Die verschiedenen Farbstoffzonen wurden 
ausgestochen und mit einem Benzol-Methanol-Gemisch eluiert, die Lésung durch 
Zentrifugieren geklart und unter vermindertem Druck in Stickstoffatmosphare 
getrocknet. AnschlieBend wurden die Farbstoffe in geeigneten Lésungsmitteln 
aufgenommen und ihr Absorptionsspektrum mit einem Beckman-Spektralphoto- 
meter Modell B gemessen; die genauere Messung der Absorptionsmaxima von 
1 zu 1 my erfolgte im Modell DU. 

Ergebnisse 
Epiphase 

Bei der Auftrennung an der Ca(OH),-Saule zeigten sich 7 gefarbte 
Zonen, die durch mehr oder weniger breite farblose Zwischenzonen ge- 
trennt waren. In Abb. 1 ist die Verteilung der Farbstoffe auf einem typi- 
schen Chromatogramm dargestellt. Die in der Abb. 1 als E 4a bezeichnete 
Zone konnte nur bei einem Versuch mit sehr viel Material gefunden 
werden. Alle tibrigen Pigmente traten bei mehrmaliger Wiederholung 
immer auf. Die Lage der Absorptionsmaxima differierte von Versuch zu 
Versuch teilweise um 1—2 my; die angegebenen Maxima sind Mittelwerte 
aus siimtlichen Messungen. In der Tabelle sind Farbe, Menge und Ab- 
sorptionsmaxima in Petrolither und Schwefelkohlenstoff der epipha- 
sischen Pigmente zusammengestellt. 

Der Farbstoff E 1 war in jedem Chromatogramm nur in so geringer 
Menge vorhanden, daB sein Absorptionsspektrum erst nach Vereinigung 
der Eluate aus mehreren Versuchen gemessen werden konnte. Danach, 
sowie nach dem chromatographischen Verhalten und der Form der Ab- 
sorptionskurve diirfte es sich sehr wahrscheinlich um Rhodoxanthin 
handeln. Allerdings zeigt Rhodoxanthin bei der Verteilungsprobe eine 
gleichmaBige Aufteilung in Epi- und Hypophase. Eine mit E 1 durch- 
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gefuhrte Verteilungsprobe war nicht 
eindeutig; auch konnte in der Hypo- 
phase kein Farbstoff mit gleichem 
Absorptionsverhalten gefunden wer- 
den. Beides kénnte jedoch auf die 
sehr geringe Farbstoffmenge zuriick- 
zufihren sein. 


VL, «E 


Losungs— 
mitteltront 


Abb. 1. Verteilung der epiphasischen Carotinoide 
an einer Ca(OH).-Sadule; Entwickler Benzol 


E 2 ist nach der Lage seiner 
Absorptionsmaxima Lycopin. Die 
Literaturangaben iiber die Absorp- 
tion von Lycopin weichen erheblich 
voneinander ab; mit den neueren 
MeBwerten von Goopwin and Lanp 
(1956), SCHLEGEL (1958) und ENGEL 
u. FRIEDERICHSEN (1958) stimmen 
aber die Maxima von E 2 befrie- 
digend iiberein. Die Form der 


Tabelle. Epiphasische Carotinoide von Fusarium aquaeductuum. 
Pigmente in der Reihenfolge abnehmender Adsorption. (~ bedeutet Verflachung der Kurve) 
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Absorptionskurve von E2 mit einem sehr hohen langwelligen Maxi- 
mum spricht ebenfalls fiir eine Identitat mit Lycopin. 

E 3 konnte mit keinem bekannten Farbstoff sicher identifiziert werden. 
Seine Absorptionskurve in Petrolather zeigt Abb.2. Nach seinen Ab- 
sorptionsmaxima kénnte es sich vielleicht um das von GOODWIN u. 
Lanp (1956) in Ohromatium aufgefundene neue Pigment P 481 handeln, 

; das folgende Maxima besitzt: in Petrol- 
ather 454, 481, 514, in Schwefelkohlen- 
stoff492, 520,558 (inmy). Daaber P481 
langsamer als Lycopin an der Saule 
lauft, wahrend E3 schneller als Lycopin 
(E2) wandert, ist die Identitat fraglich. 

E 4 zeigt im wesentlichen dieselben 
Absorptionsmaxima wie E 2, mit dem 
Unterschied, daB die beiden Neben- 
maxima sehr wenig ausgepriagt und oft 
nur noch als Schultern (Verflachungen 
der Kurve) vorhanden sind. Das Haupt- 
maximum und die vorhandenen Neben- 
maxima sind gegentiber E 2 etwas 
zum Kurzwelligen verschoben. Danach 
kénnte es sich um ein Isomeres des 
Lycopins, méglicherweise um Neolyco- 
pin handeln. Auch die Ahnlichkeit der 
Farbe und die Tatsache, daB es an der 
Saule schneller lauft als E 2, deuten 
Ve auf ein Isomeres, vielleicht auch auf 
"400 #40 480 szomt ein Abbauprodukt des Lycopins hin. 
Anh >. age stnl beatae s ao H8.in Kine sichere Identifizierung ist aber 

nicht méglich. 

Bei E 4a, das nur einmal gefunden wurde, diirfte es sich um Poly-cis- 
Lycopin IT handeln. 

E 5 ist mit y-Carotin identisch. Die Verschiebung der Maxima zum 
Kurzwelligen beruht wohl auf einer teilweisen cis-Isomerisierung; dafiir 
spricht, daB in CS, ein schwacher Cisgipfel gefunden wurde. 

Das Absorptionsspektrum von E 6 war zwar bei jedem Versuch gleich 
(siehe Abb.3), trotzdem diirfte es sich um ein Gemisch aus verschiedenen 
Komponenten handeln, da die Kurve keine Ahnlichkeit mit’ der irgend- 
eines bekannten Stoffes hat. Eine weitere Auftrennung war bis jetzt 
nicht méglich. 
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Hypophase 
Die hypophasischen Farbstoffe lieBen sich aus 90°/,igem Methanol 
nur dann vollstandig in Ather iibertreiben, wenn mit Essigsiure ange- 
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sduert wurde. Es handelt sich demnach um saure Pigmente. Die atherische 
Lésung konnte nicht mit Natriumsulfat getrocknet werden, da das 


Pigment von diesem adsorbiert wurde. Getrocknet wurde deshalb durch 
mehrmaliges Kindampfen unter vermindertem Druck im Stickstoffstrom. 
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Abb.3. Absorptionsspektren von E 6; O in Petrolather; +- Cs, 
Bei der Auftrennung an der Saule wanderte die Hauptmenge des 

Farbstoffes nur wenig, wihrend sich nach unten 3 weitere schwach 
gefarbte Zonen abgliederten. Die Farbe war bei allen 4 Farbstoffen 
lachsgelb bis gelb. Die Hauptfraktion hatte folgende Absorptionsmaxima : 
in Petrolather (30—50°C) ~448—52, 471, ~500—02; in Schwefel- 
kohlenstoff ~477—78, 514, ~542—45; in Benzol ~453—58, 488, 
~516—20; in Methanol 438—40, 463, 493—94 (~ bedeutet Verflachung 
der Kurve). Nach der Lage derselben, nach der Form der Absorptions- 
kurven und nach dem iibrigen Verhalten handelt es sich um den von 
ZALOKAR (1957) in Newrospora crassa aufgefundenen sauren Farbstoff 
Neurosporaxanthin, der folgende Absorptionsmaxima zeigt: in Hexan 
472: in Benzol 486; in alkalischem. Methanol 464 my. 
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Die Messung der 3 schneller laufenden Fraktionen ergab im sichtbaren 
Bereich sehr abgeflachte Absorptionskurven mit denselben Maxima wie 
die Hauptfraktion; die Maxima waren aber um so flacher und undeut- 
licher, je schneller der Farbstoff an der Saule lief. Dafir trat ein neues, 
sehr steiles Maximum — in CS, bei 381 mu — auf. Blieb der Haupt- 
farbstoff langere Zeit im Licht stehen, so zeigte er dasselbe Absorptions- 
verhalten. Die 3 schneller laufenden Fraktionen der Hypophase sind 
demnach Abbauprodukte des Neurosporaxanthins. ZALOKAR gibt an, daB 
er bei der Chromatographie des Neurosporaxanthins eine schneller 
laufende gelbe Fraktion erhielt, die im sichtbaren Bereich ein unregel- 
maBiges Absorptionsspektrum zeigte. Die Ausbildung eines neuen 
Maximums wird von ihm nicht erwahnt. Dagegen fanden FRIEDERICHSEN 
u. ENGEL (1957) bei einem Pigment aus Sphaerobolus diese Erscheinung. 


Zusammenfassung 


Die im Licht auftretende Farbung von Fusarium aquaeductuum ist 
hauptsachlich auf den Gehalt an Lycopin, y-Carotin und Neurosporaxan- 
thin zuriickzufiihren. Daneben treten in geringerer Menge ein nicht 
sicher zu identifizierendes Isomeres des Lycopins, Poly-cis-Lycopin II 
und Rhodoxanthin auf. AuBerdem wurde ein epiphasisches Carotinoid 
gefunden, das nicht identifiziert werden konnte. 


Die Arbeit wurde von der Wasser- und Abwasserforschungsstelle der Zellcheming 
unterstutzt. 
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Kleine Mitteilungen tiber Flagellaten und Algen 


V. Gonium quadratum nov. sp.* 


Von 
E. G. PRINGSHEIM 


Mit 7 Textabbildungen 


(Eingegangen am 20. Dezember 1958) 


I. Herkunft und Ziichtung 


Das neue Goniwm stammt von einem Gartenbeet in Klausen, Siidtirol, 
welches lange nicht gediingt worden war. Ende Juni 1957 war eine Erd- 
probe entnommen worden. Am 3.7. wurden davon Kulturen angelegt, 
namlich a) eine abgekochte Erbse in kleinem Glaszylinder mit der Erde 
und Wasser bedeckt; b) etwas von der Probe in ein Reagensglas mit 
einem halben Erbsenkeimblatt und dartiber Lehmerde und Wasser, das 
im Dampftopf pasteurisiert worden war. Beide Kulturen wurden im 
Dunkeln gehalten. 

Am 20. 7., also nach wenig mehr als 2 Wochen, traten in beiden Kul- 
turen Gonium-Coenobien auf. Die Reagensglaskultur war unten grau von 
Schwefeleisen, die Fliissigkeit erschien blaB griinlich. Unter dem Mikro- 
skop sah man sehr bewegliche, schwach gefarbte, ungefahr quadratische 
Kolonien, deren Zellen viele Starkekérnchen enthielten. Besonders in 
der Zylinderkultur schwammen die Gonien noch nach vielen Wochen 
im Dunkeln umher?. 


Es ist ein seltener Fall, dafS’ man in dunkel gehaltenen Anreicherungskulturen 
chlorophyllhaltige Flagellaten antrifft. Chlorogonium (PRINGSHEIM 1937, S. 653) 
war unter ahnlichen Umstanden ziemlich haufig aufgetreten, ohne daB aber sicher 
ist, daB damals das Licht véllig ausgeschlossen war. Sonst war mir das nur bei 
Euglena gracilis begegnet. Es handelt sich also bei diesem Goniwm um eine hetero- 
troph gedeihende Art, wahrend die bekannten Arten der Gattung, z. B. G. pectorale 
und G. sociale keine Neigung zur Heterotrophie zeigen. Wie sich spater zeigte 
(unveréffentlicht), verhalt sich aber G. octonariuwm Pocock abnlich. Unter den iibrigen 
Volvocaceen scheint keine im Dunkeln zur Vermehrung zu bringen zu sein. 


Die neue Art, die ich Gonium quadratum nennen mochte, war am Licht 
wie im Dunkeln leicht weiterzukultivieren. Uber ihre Reinziichtung und 


* Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 

1 Da keine sexuelle Fortpflanzung beobachtet wurde, lag Verdacht auf Hetero- 
thallie vor. Um méglicherweise das andere Geschlecht zu finden, wurden im 
Oktober 1958 von der gleichen Stelle Erdproben entnommen, aber Goniwm trat 


nicht auf. 
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ihre Ernahrungsanspriiche wird bei anderer Gelegenheit im Zusammen- 
hang mit den iibrigen Volvocaceen berichtet werden. Fiir morphologische 
Zwecke geniigte die Erdefaulkultur mit Graupenkérnern oder noch 
besser Erbsenvierteln unter Lehmerde. Von mehrmals gewaschenen Kolo- 
nien bekam man nach einer Woche schon ganz schéne Kulturen, im © 
Dunkeln fast wie am Licht. Nach 2 Wochen waren die Kulturen dicht 
erfiillt von den beweglichen Organismen, wobei aber die Kolonien bald 
anfingen, sich in Einzelzellen aufzulésen. In mineralischen Nahrlésungen 
erfolgt keine, bei Zusatz von Erdabkochung nur schwache Vermehrung. 

Beim UbergieBen der eingesammelten Erde mit dest. Wasser oder 
mineralischer Nahrlésung erfolgte bei G. guadratum, wie auch bei anderen 
Volvocaceen, keine Vermehrung. Dies scheint die von Pocook (1955) und 
anderen Forschern benutzte Methode gewesen zu sein. Mit Getreide- 
kérnern oder Erbsenstiickchen oder Beschickung von pasteurisierten 
Erde-Faulréhrchen mit kleinen Mengen der Erdprobe erhalt man bessere 
Ergebnisse. Auch die Fortziichtung in Erde-Wasser, selbst mit minera- 
lischen Nahrlésungen, gelang mir nicht. 


II. Morphologie 

Die Kolonien von G.quadratum haben meist 8 Zellen; aber auch 4- 
und 16zellige Kolonien kommen vor. Je giinstiger die Vermehrungs- 
bedingungen, um so mehr Kolonien mit 16 Zellen treten auf. Mit Erbsen- 
vierteln und in Reinkulturen sind sie bei guter Beleuchtung haufig; mit 
Graupenkornern, mit Starke und Ammoniummagnesiumphosphat, und 
mit Erbsenvierteln unter Sand bekommt man nur 8zellige Kolonien, 
obgleich gute Vermehrung stattfindet. Kolonien mit 16 Zellen sind nie 
in der Mehrzahl. 4zellige Kolonien finden sich vereinzelt zwischen den 
anderen. Beim Zerfall der Kolonien in alten Kulturen entstehen unregel- 
maBige Zellgruppen und Einzelzellen. Es entstehen also nicht etwa 
4zellige aus 8zelligen und 8zellige aus 16zelligen Kolonien durch Zerfall, — 
sondern die Zahl der Zellen einer Kolonie hingt davon ab, in wieviel 
Tochterzellen der Protoplast der Mutterzelle sich teilt. Das wieder scheint 
davon abzuhangen, wie stark diese an Volumen zunehmen, bevor sie sich | 
zur vegetativen Vermehrung anschicken, bei der fertige kleine Tochter- 
kolonien in je einer Mutterzelle entstehen, ausschliipfen und bis zu einer 
gewissen GréBe heranwachsen, bevor sie wieder Tochterkolonien bilden. 

Die ungefihr quadratische Gestalt der fiir die neue Art normalen 
8zelligen Kolonien kommt dadurch zustande, daB 4 sich in der Mitte 
nihernde Zellen etwas lingliche Gestalt besitzen und kreuzartig ange- 
ordnet sind, waihrend die anderen 4 Zellen nach innen breit kegelférmig 
sind und die Zwischenriiume einnehmen (Abb. 1). Bei den 4zelligen Kolo- 
nien sind nur die kreuzférmig gestellten Zellen vorhanden, aber etwas 
breiter ausgebildet (Abb. 2a, b). Die 16zelligen Kolonien kénnen im 
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Umri8 fast kreisformig, aber auch angedeutet rhombisch sein (Abb. 3a, b). 
Das innere Kreuz ist noch erkennbar, seine Zellen aber mehr rundlich, 
fast wie bei den 4zel- 
_ ligen Kolonien. Es ist 
umgeben von einem 
Kranz meist ungefahr 
gleichgroBer, unge- 
_fahr ei- bis birnen- 
formiger Zellen,durch 
_ die gerundete AuBen- 
begrenzung der Kolo- 
nie entsteht. 
Die vier inneren 
Zellen sind einander 
nicht gleich. Zwei von 
ihnen sind innen dem 
Zentrum  genahert 
und beriihren sich bei- 


Abb.1. Typische 8zellige Kolonie. Eingezeichnet sind: Pyrenoide. 

Augenflecke und die nicht ohne Tusche sichtbare Gallerthiille, 

Zu beachten: Kreuz aus ungleichen Zellpaaren, Verschiedenheit 
der Zellformen, Linge der Geiffeln. 1200mal 


i i i schi i i Zellpaare ist auch hier 
Abb.2. 4zellige Kolonie. Die Verschiedenheit der beiden ; 
erkennbar. 4zellige Jugendstadien sehen Ahnlich aus. a 1200mal; b 500mal 


t zylindrisch sein und bestimmen die Lage der Achse 1 
iden liegen in einem etwas groBeren Abstand auf 
30 


nahe. Sie kénnen fas 
(Abb. 1). Die anderen be 
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der Achse 2 und sind gewodhnlich mehr eiférmig. Die Verschiedenheit 
der beiden Achsen ist auch bei 4- und 16zelligen Kolonien erkennbar 


Ss 


Abb.3.16zellige Kolonie. In der Mitte das 4zellige 
Kreuz, dessen Zellen weder Augenflecke noch 
GeiBeln haben. a 1200mal; b 500mal 


(Abb.3), kann aber bei 8zelligen 
zuweilen fast verwischt sein, indem 
die Zellen von der Mitte abriicken 
und einen zentralen Raum frei- 
geben (Abb.4a, b). Die quadrati- 
sche Gestalt der 8zelligen Kolonie 
bleibt dabei erhalten. Bei allen 
diesen Angaben ist an die Projek- 
tionder schwach kalottenférmigen, 
etwas gewolbten Kolonie in die 
Bildebene gedacht. 

Die Coenobien von G.quadratum 
sind von einem Schleimmantel um- 
geben, der schwer erkennbar ist, aber mit Tusche sichtbar gemacht 


werden kann (Abb.5a,b), und der von den Gei®eln durchsetzt wird. 
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Methylenblau farbt ihn nicht, wohl aber die Zellwande und die Zwischen- 
substanz, die die inneren Zellwande verbindet. 

Die 8zelligen Kolonien haben eine Seitenlange von 25 bis 50 uw. Die 
16zelligen sind nicht viel groRer. [hr gréBter Durchmesser kann aber mehr 


Abb. 4. 8zellige Kolonien mit auseinander geriickten Zellen, welche die Mitte frei lassen. 
Die quadratische Gestalt der Kolonien bleibt erhalten. Beia ist die Verschiedenheit der 
Zellpaare noch erkennbar. 1200mal 


Abb.5. 8- und 16zellige Kolonien von Goniwm quadratum in Tusche. Die Zellen sind etwas 
weiter auseinander gertickt als bei den Zeichnungen. 500 mal 


als 60 u betragen. Ihre Zellen pflegen kleiner zu sein als die der 8zelligen 
Kolonien. Alle Kolonien sind in erwachsenem Zustand nur sehr schwach 
gewolbt. 

Die Zellen von G@. quadratum sind meist ei- bis birnenformig. Die zwei 
inneren, zusammenstoBenden Zellen der typischen 8zelligen Kolonien 
sind fast zylindrisch (wurstférmig), die auBeren 4 nahezu herzformig. 
Ihre Lange betragt 10—15 w. Alle Zellen besitzen je ein Pyrenoid. Die 
Augenflecke liegen alle nach aufen, nahe dem Geifelansatz, am vorder- 
sten Rande des topfférmigen Chromatophoren, scheinen aber den inneren 
Zellen der 16zelligen Kolonien von G. quadratum zu fehlen, wahrend sie 
bei G. pectorale and G. multicoceum in allen Zellen vorhanden sind. 

Die GeiBeln, die sich auf dem Objekttrager nach OsO,-Fixierung mit 
Methylenblau farben lassen, sind bei G. quadratum 2—3mal so lang wie 


die Zellen. 
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Wenn Einzelzellen auftreten, so brauchen diese nicht krankhaft ver- 
dndert zu sein. Sie sehen z.B. im Kondenswasser von Bakterienagar wie ein 
Chlamydomonas aus (Abb.6). Sie sind eiformig, wobei am spitzen 
Ende, wo die langen GeifSeln ansitzen, die Andeutung einer Papille zu 
sehen ist. Das Chromatophor ist schiisselférmig, mit dem Pyrenoid im 
verdickten Basalteil. Der Kern liegt davor, das Stigma wieder im vor- 
dersten Teil des Chromatophors. Die GeiBeln sind linger als bei den 
meisten Arten von Chlamydomonas. 


III. Vergleich mit anderen Arten 


Bei Gonium octonarium Pocock, der anderen meist 8zelligen Art, ist 

der UmriB der Kolonien nicht viereckig, sondern annahernd kreisférmig 

(Abb.7c). In den meisten Fallen 

\ sind aber auch hier die zwei 

\ \ Achsen ganz deutlich, indem zwei 

Zellen in der Mitte nahe beiein- 

ander liegen, wihrend die mit 

ihnen gekreuzten mit den 4 tibri- 

gen Zellen einen duBeren Kranz 

bilden. Derselbe Unterschied ist 

von SCHREIBER (1925) bei 4zel- 

ligen Kolonien von G. pectorale 

abgebildet worden. Diese Zeich- 

vy nung wurde tibernommen von 

PASCHER (1927,8.416, Fig.379 a), 

Abb.6. Zwei Einzelzellen, die einem Chlamydomonas IYENGAR (1951, 8.57, Fig. E) und 

qe [nie emma, lode ( Wnansaa. (103508. 118, 1g. 1), 

auch die Zellkerne eingezeichnet. 1200mal Meines Wissens hat keiner der 

Autoren diese Verschiedenheit 

der Zellen des inneren Kreuzes im Text erwaihnt auBer PascHEr (1927, 

S. 416). Sie scheint mir aber bemerkenswert, da sie sich bei vielen 

Volvocaceen findet, wie aus den Abbildungen zu ersehen ist. Pocock 

stellt sie (1933, Fig. 51) fiir Volvox und (1955, Fig. 22) fiir Gonium 

multicoccum zeichnerisch und (1955, Fig. 26—30) photographisch dar. Sie 

bildet dasselbe fiir 4zellige Kolonien von Gonium octonarium (1958, Fig.3) 

und fiir die Gametenbildung ab (Fig. 6). Fiir Astrophoneme ist es von 

J.R. Srern (1958, Fig. 20 und 22) wiedergegeben worden, und zwar fiir 
junge Kolonien mit 4 und 8 Zellen in der Ansicht von oben. 


In jungen, vor allem in 4zelligen Stadien ist der Unterschied der 
Achsen besonders deutlich, immer in der Weise, daB zwei Zellen sich in 
der Mitte berithren, die dazu senkrechten jedoch nicht. Es miissen immer 
zwei ungleiche Zellen aus einer Mutterzelle hervorgegangen sein. 
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Spater abernimmt die Entwicklung der 8 zelligen Kolonien von@. quadra- 
tum einen anderen Verlauf als bei den gleichzahligen Kolonien von G. octo- 
narium. Bei letzterer sind die Teilungsebenen der Zellen alle gleichgerichtet 
wodurch drei parallele Zellreihen entstehen, eine mittlere zu 4 und ant 
ihren beiden Seiten je eine Reihe zu 2 Zellen. Die inneren zwei Zellen der 
mittleren Reihe, die also nicht Schwesterzellen sind, bleiben an GréBe 
etwas zuriick und bilden die Tochterzellen spater als die 6 AuBeren Zellen. 


A 


Abb.7.a normale Kolonie von Gonium 
quadratum; b Kolonie der gleichen Art, 
bei der die Zellen sich abgerundet haben, 
aber ohne auseinander zu_ riicken. 
cG.octonarium zum Vergleich: die An- 
ordnung der 8 Zellen ist anders, die 
GeiBeln sind kiirzer. 1200mal 


Bei G. quadratum sind die Teilungsschnitte, die aus den 4 Zellen 8 
machen, radiar, also Langsteilungen in bezug auf die durch den Geifel- 
pol bestimmte Langsachse der Zellen. Je eine der 4 Tochterzellen bleibt 
am Ort, so daB wieder das Kreuz entsteht, die anderen fiillen den Winkel 
zwischen den Kreuzbalken aus. Niemals kommt eine Zellanordnung wie 
bei G. octonarium mit zwei inneren und 6 duBeren Zellen zustande. Auch 
wenn die Zellen abgerundet sind, wie bei @. octonariwm, ist die Anordnung 
doch ganz anders (Abb.7a, b). Auch bei den 16zelligen Kolonien von 
G. quadratum, die bei G. octonarium nicht gebildet werden, ist das Kreuz 
zu erkennen. Es kommt aber eine nicht mehr quadratische, sondern eine 
fast kreisrunde Kolonie zustande. Die einzelnen Teilungsschritte wurden 
nicht verfolgt. Bei den 16zelligen Kolonien von G. multicoccum ist die 
Anordnung ahnlich. Das Kreuz ist ebenfalls bis zuletzt erkennbar, des- 
gleichen bei den iiblichen 32zelligen Kolonien. 
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G. quadratum steht tiberhaupt G. multicoccum naher als G. octonariwm. — 
Selbst die 16zelligen Kolonien kénnen aber nicht verwechselt werden, 
denn G. multicoccum hat abgerundete Zellen (vgl. Pocock 1955, Fig. 16, 
22, 28), G. quadratum zusammenschlieBende, mehr vieleckige (Abb.3). 
Die Ahnlichkeit zwischen G. quadratum und G. multicoccum erstreckt sich, 
auBer auf das Auftreten von Kolonien mit 8 und 16 Zellen, auch auf die 
GeiBeln, die bei beiden Arten meist 3mal so lang sind wie die Zellen, 
wihrend sie bei G. octonarium wie bei G. pectorale nur 2mal so lang sind 
wie die Zellen. Unterschiede bestehen aber darin, daB 1. G. multicoccwm 
32zellige Kolonien bildet, die bei G@. quadratum nicht vorkommen, 
2.G. multicoccum mehrere Pyrenoide in jeder Zelle hat, G. quadratum 
aber immer nur eins, und 3.,da8 die Kolonien von G. multicoccwm nur 
selten einen annahernd quadratischen UmrifB haben. Bei den 8zelligen 
Kolonien liegt meist eine der Zellen zentral (Pocock 1955, Fig. 23—25), 
und die 16zelligen haben einen ungefaihr rautenformigen UmriB, nicht 
einen quadratischen mit abgerundeten Ecken wie bei G. quadratum. 

Bei allen Arten sind die schwimmenden, plattenférmigen Kolonien fast 
eben. Frirscu (1935) beschreibt sie fiir G. pectorale als leicht gewolbt. 


IV. Diagnose 
Gonium quadratum n.sp. 


Gewohnlich 8zellig. Bei guter Ernahrung kommen auch 16zellige 
Coenobien vor, auBerdem einige 4zellige. Alle sind von einer Gallert- 
schicht umgeben. 

Die quadratische Gestalt der Coenobien kommt dadurch zustande, daB 
4 Zellen kreuzformig angeordnet sind und 4 andere die Zwischenraéume 
ausfillen. 

Die Zellen gleichen denen anderer Goniwm-Arten, haben aber lingere 
GeiBeln. 

Die Art ist mixotroph und vermehrt sich im Dunkeln. 

Herkunft: Gartenbeet in Klausen, Siidtirol. 
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